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RESUMO 
 
 
 
O queijo Serra da Canastra é fabricado a dezenas de anos de maneira 
empírica e tradicional. Devido a produção artesanal a partir de leite cru, este 
tipo de queijo é preocupante do ponto de vista de saúde pública, pois pode ser 
uma importante via de transmissão de microrganismos patogênicos. No 
processamento emprega-se o “pingo”, um fermento natural obtido durante a 
etapa de salga do queijo. Em alguns tipos de queijos artesanais, Enterococcus 
é apontado como o gênero predominante. Estudos mostram que as enterocinas 
produzidas a partir destas bactérias possuem alta especificidade contra vários 
microrganismos, entre eles a Listeria spp. Entretanto, a atuação de espécies de 
enterococos como agente etiológico de infecção humanas também é 
conhecida. Os objetivos do presente estudo foram avaliar a adequação de 
amostras de queijo Minas Serra da Canastra comercializados em 
estabelecimentos varejista na cidade de Araras-SP, a padrões de qualidade; 
isolar e identificar espécies de enterococos provenientes das amostra; avaliar o 
espectro de atividade antimicrobiana dos isolados frente a linhagens de Listeria 
monocytogenes, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, e avaliar a 
ocorrência de fatores de virulência e resistência a antimicrobianos dos isolados 
e identificados como Enterococcus. Foram analisados vinte e sete amostras de 
queijo Serra da Canastra, para determinação de: Coliformes termotolerantes, 
estafilococos coagulase positiva, Salmonella e Listeria monocytogenes, 
conforme – RDC n°12 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária, acrescido 
da determinação de B. cereus. Para coliformes termotolerantes 70,4% (19/27) 
das amostras apresentaram valores detectáveis (<3 NMP/g), 29,6% (8/27) 
continham valores entre 7 e 210 NMP/g - valores estes dentro dos limites (5 x 
103), legais (ANVISA, 2001). A ocorrência de estafilococos coagulase positiva 
foi observada em 22,2% (6) das amostras analisadas, com contagens variando 
de 1,5 x 10 1 a 2,1 x 10 3, das quais 7,40% (2) com valores acima do limite 
estabelecido pela legislação (10 3 UFC/g). B. cereus foi detectado em 11,1% (3) 
das amostras com contagens entre 1,5 x 102 a 2,0 x 102 UFC/g. Não foi 
verificada a presença de Salmonella e Listeria monocytogenes nas amostras 
analisadas. Cento e quarenta e sete isolados (121 Enterococcus faecium 
identificados por PCR e 26 isolados presuntivos através de provas bioquímicas) 
foram pesquisados quanto à presença de fatores de virulência, através de 
provas fenotípicas (gelatinase e hemólise), sendo encontrados resultados 
positivos para apenas dois isolados a prova de gelatinase. A sensibilidade a 
antimicrobianos foi testada utilizando o método de disco-difusão em ágar e 
21,5% dos isolados identificados como E. feacium apresentaram resistência a 
quatro, cinco, seis ou sete dos antimicrobianos testados (vancomicina, 
gentamicina, clorofenical, eritromicina, ampicilina, teicoplamina e tetraciclina). 
Dentre os antibióticos testados, a maior freqüência (38,8%) de resistência foi 
observada frente ao teste de sensibilidade a tetraciclina. No teste de 
sensibilidade a vancomicina, 29,4% dos isolados analisados apresentaram 
resistência. Cinqüenta e seis isolados de E. faecium identificados por PCR, 
xii 
 
selecionados, foram testados para determinação do espectro de atividade 
antimicrobiana frente aos  microrganismos  L. monocytogenes, B. cereus e S. 
aureus. Nenhum dos isolados testados (100%) ocasionaram a formação de 
halo de inibição.  
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SUMARY 
 
 
 
 
The Canastra’s cheese  is developed for decades in a traditional and 
empirical way. Such product is crafted from raw milk in the farm. The use of the 
raw milk for the development of this kind of cheese is worrying because this 
could be an important vessel of transmission of many pathogens. The traditional 
cheese made in the farm utilizes the “pingo”, a natural ferment obtained during 
the step of cheese’s salting. In some kinds of crafted cheese, Enterococcus is 
pointed as the predominant. Studies shows that the enterocines produced from 
those bacteria have high specificity against various microorganisms, among 
them the Listeria spp. However, the performance of species of Enterococos like 
etiologic agent of humans infections is know. The objective of the recent study 
was evaluate the adequacy of samples of Serra da Canastra´s cheese 
marketed in establishments and retailers in the city of Araras-SP, in patterns of 
quality, isolate and identify species of Enterococos from samples through PCR, 
evaluate the spectrum of antimicrobial activities of isolate on the Listeria 
monocytogenes lines, Bacillus cereus and Staphylococcus aureus, evaluate the 
occurrence of virulence factors and resistance to antimicrobials of isolated know 
as Enterococcus. Twenty seven samples of Serra da Canastra´s cheese were 
analyzed  for the determination of: thermotolerant coliforms, positive  coagulase 
Staphylococcus,  Salmonella and Listeria monocytogenes, according – RDC nº 
12 of the Agência Nacional de Vigilância Sanitária, plus the determinarion of B. 
cereus. In the determination of thermotolerant coliforms 70;37% (19/27) they 
show not detectable values (>  3 NMP/g), being that 29,62% (8/27) had 
thermotolerant coliforms between 7 and 210 NMP/g, values  that are under the 
limits (5  x  10³), established by RDC  nº  12/2001  (ANVISA,  200). Occurrence 
of  positive coagulase staphylococi was observed in 22,22% (6) of the analyzed 
samples, with counts  ranging 1,5 x 10¹ to 2,1 x 10³ , of which 7,40% (2) with 
values above the limit established by law (10³ UFC/g). For certain values for B. 
cereus, there was that 11,11% (3) of the Canastra cheese samples showed 
counting between 1,5 x 10² to 2,0 x 10² UFC/g. It was not verified the presence 
of Salmonella and Listeria monocytogenes in the analyzed samples. One 
hundred forty-seven  isolate (121 Enterococcus faecium identified by PCR and 
26 presumptive isolate) were searched for the presence of virulence factors, 
through phenotypic tests (gelatinase and haemolysis). The sensitivity to 
antimicrobials was tested using the method of disk-diffusion in agar. Two 
isolates showed positive results for the galatinase test and none of the isolates 
produced hemolysis. As for the sensitivity profile to antimicrobials, 21,5% of the 
isolates identified as E. feacium showed resistance to 4,5,6 or 7 of the 
antimicrobials tested (vancomicine, gentaminice, clorofenical, eritrocimine, 
ampilicine, teicoplamine and tetracycline). Among the tested antibiotics, the 
highest frequency of resistance was observed from the test of sensibility to 
tetracycline, since 38,8% of the isolates showed resistance to those 
antimicrobials. In the sensibility test to vancomicine, 29,4% of the analyzed 
isolates showed resistance. Fifty-six isolates of E. faecium identified by PCR, 
selected were tested to the determination of the spectrum of the antimicrobial 
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activity front the microorganisms L. monocytogenes, B. cereus and S. aureus. 
None of the isolates tested (100%) led to the formation of halo of inhibition. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 
Dentre os vários produtos derivados do leite, o queijo se destaca por ser 
o mais consumido, sendo que a produção Brasileira em 2003 foi 
aproximadamente 488.053 toneladas (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE 
INDÚSTRIA DE QUEIJO, 2004). 
Estima-se que o agro artesanato mineiro represente uma economia da 
ordem dos sete bilhões de reais por ano, um número expressivo de famílias 
vive da produção e comercialização de queijo artesanal, sendo uma atividade 
tradicional de vários municípios e exerce grande importância para economia e 
identidade sócio-cultural do Estado de Minas Gerais, além de ser a principal 
atividade geradora de renda das famílias da região (INSTITUTO MINEIRO DE 
AGROPECUÁRIA, 1999). 
O queijo Minas da Serra da Canastra é fabricado de maneira empírica e 
tradicional, produzido artesanalmente a partir de leite cru, na própria fazenda, 
sem qualquer acompanhamento tecnológico (VARGAS et al., 1998). 
Como não existe padronização no processo de fabricação quanto ao 
tempo de coagulação, tipo de coalho utilizado, prensagem, salga e teor de 
umidade do produto final, pode-se encontrar no mercado, uma variedade de 
queijos Canastra que não obedecem a qualquer padrão de identidade e 
qualidade (BORELLI, 2002). 
A utilização de leite cru para fabricação deste tipo de queijo é 
preocupante, pois este pode ser uma importante via de transmissão de 
inúmeros patógenos como: Staphylococus aureus, Escherichia coli, Salmonella 
spp, Listeria monocytogenes, dentre outros (BINTSIS, 1995). Estima-se que 
todos os anos centenas de milhões de pessoas no mundo adoeçam através do 
consumo de alimentos contaminados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 
1997), sendo os produtos láticos dentre os principais envolvidos (De BUYSER 
et al., 2001). 
O queijo tradicional feito na fazenda emprega o “pingo”, um fermento 
natural obtido durante a etapa de salga do queijo no final da produção, com 
auxílio de um coletor disposto logo abaixo do furo existente na porção inclinada 
da bancada, que recolhe o soro, fermento natural que será utilizado no dia 
seguinte. Este fermento natural (“pingo“) usado na produção é composto por 
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espécies de Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus e Streptococcus, 
(BORELLI, 2006b, NÓBREGA, 2007). 
Como na região da Serra da Canastra não há comercialização legal do 
produto, 100% da produção é entregue a figura do “queijeiro” geralmente antes 
de completarem uma semana de cura a temperatura ambiente. Este 
atravessador vai até as fazendas buscar o queijo, promovendo o seu 
transporte, das fazendas para seus depósitos, dentro de sacos plásticos, a 
granel ou em caixas plásticas em carrocerias de caminhão, simplesmente 
cobertos com lona, o que poderá ocasionar um aumento da contaminação e 
degradação da qualidade (BORELLI, 2002).  
Em 2001 o Ministério Público do Estado de Minas Gerais, chegou a 
interditar a comercialização do queijo artesanal, baseado no aumento das 
exigências do consumidor relacionado à segurança alimentar. Porém, através 
da mobilização dos produtores e apoio de diversas entidades públicas e 
privadas a decisão foi temporariamente revogada. Como conseqüência deste 
movimento, foi elaborada e regulamentada no ano de 2002, a legislação 
estadual específica para o queijo de fazenda fabricado com leite cru, que difere 
da lei federal vigente (Portaria 14/96 – MAARA), por não exigir a passagem 
obrigatória do produto por entreposto inspecionado e o tempo de maturação 
mínima de 60 dias.  
Em relação à fabricação do queijo Minas artesanal, a legislação 
pertinente abrange: Lei Estadual (MG) n° 14.185, de 31 de Janeiro 2002; 
Decreto (MG) n° 42.645, de 5 de Junho de 2002 (IMA), que dispõe sobre as 
condições higiênico-sanitárias e boas práticas na manipulação e fabricação do 
queijo Minas artesanal.  
Diversos trabalhos científicos publicados no Brasil têm revelado a baixa 
qualidade microbiológica dos queijos comercializados, caracterizados pela 
freqüente contaminação por coliformes termotolerantes e S. aureus em 
produtos artesanais (EUTHIER, 1998; PEREIRA, 1999; LOGUERCIO, 2001; 
SALOTTI, 2006; BORELLI et al., 2006b; NÓBREGA, 2007; PEREIRA, 2008).   
A presença de microrganismos como coliformes termotolerantes e S. 
aureus no queijo Minas artesanal da Serra da Canastra relatado em pesquisas, 
pode estar associado à utilização de leite cru e as práticas de produção. 
Porém, esta contaminação do produto final pode ser agravada devido ao 
  
17 
 
transporte e armazenamento incorreto, a inexistência de embalagens ou o uso 
de embalagens inadequadas que não garantem a integridade do produto. 
O consumo de alimentos formulados com conservantes naturais tem 
recebido maior interesse do consumidor, bem como, alimentos naturais e 
minimamente processados. Como resultado, há um maior interesse nos 
agentes antimicrobianos produzidos naturalmente. Devido aos elevados gastos 
com doenças relacionadas ao consumo de alimentos por microrganismos 
patogênicos, os alimentos “seguros” têm recebido crescente interesse (YANG e 
RAY, 1994; CLEVELAND et al., 2001).  
Conservantes químicos artificiais geralmente são empregados para 
limitar o número de microrganismos capazes de crescer nos alimentos, mas a 
atenção dos consumidores tem sido voltada aos riscos à saúde associados a 
algumas destas substâncias, o que tem incentivado pesquisadores a examinar 
a possibilidade do uso de bacteriocinas produzidas por bactérias láticas como 
biopreservativos (DE VUYST e VANDAME, 1994; ABEE, 1995; HOLZAPFEL et 
al., 1995).  
O leite cru constitui boa fonte de bactérias ácido-láticas passíveis de 
serem utilizadas pela indústria laticinista nacional, especialmente pelo fato de 
estarem adaptadas às condições do clima e da matéria-prima. A capacidade de 
produzir ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio, diacetil, bacteriocinas entre 
outros, é o que se baseia a atividade antimicrobiana das bactérias láticas 
(ALEXANDRE, 2002). 
Bacteriocinas e bactérias produtoras de bacteriocinas têm sido 
empregadas como recurso tecnológico na produção de certos tipos de 
alimentos, com o objetivo de controlar o desenvolvimento de microrganismo 
patogênicos e/ou microrganismos deteriorantes nesses produtos. Por serem as 
bacteriocinas consideradas conservantes “naturais”, seu emprego em 
alimentos é muito promissor (FRANCO e LANDGRAF, 2002).   
As bacteriocinas são peptídeos ou proteínas produzidas por bactérias 
que podem eliminar bactérias ou inibir o crescimento de outras. Muitas 
bactérias láticas produzem uma grande diversidade de bacteriocinas, estas 
inibem uma faixa limitada de microrganismos patogênicos e esporulados e, por 
essa razão, são potencialmente úteis como preservativos em alimento 
(CLEVELAND et al., 2001). 
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Bactérias láticas são cocos ou bastonetes, Gram-positivos, 
fermentadoras, produtoras de ácido lático, e apresentam metabolismo e 
características fisiológicas semelhantes (AXELSSON, 1993). Estas bactérias 
ocupam muitos nichos ecológicos como certos alimentos, boca, trato 
gastrintestinal e urogenital de homens e animais (SALMINEN e VON WRIGHT, 
1993). Muitas espécies de bactérias láticas (Lactobacillus, Lactococuccus, 
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc), utilizadas na produção de 
alimentos fermentados, têm apresentado antagonismo a outras bactérias, 
incluindo as do mesmo gênero e de outros gêneros ou espécies, patogênicos 
ou não (Mc MULLEN e STILLES, 1996). 
Cepas de Enterococcus spp. têm sido isoladas de produtos alimentícios 
tais como azeitonas, alimentos fermentados, produtos lácteos e cárneos. 
Estudos mostram que as enterocinas produzidas a partir destas bactérias 
possuem alta especificidade contra vários microrganismos, entre eles a Listeria 
spp. , podendo ser útil para o controle destes organismos em alimentos 
fermentados (ABEE, 1995). 
A ocorrência de enterococos em alimentos processados ou não é 
favorecida por suas propriedades microbianas de sobrevivência a temperaturas 
de pasteurização, somada à capacidade de crescimento em condições 
adversas, como variações de temperatura, pH e salinidade (FOULQUIÉ 
MORENO et al., 2006). 
No entanto, parece ser consensual entre pesquisadores o princípio de 
que a seleção de Enterococcus para uso industrial deve ser fundamentada na 
ausência de quaisquer propriedades patogênica ou de resistência a 
antimicrobianos (VANCANNEYT et al., 2002; DE VUYST et al., 2003).  
Espécies de Enterococcus têm sido reconhecidas como agentes 
etiológicos de infecções humanas e em animais (GIRAFFA, 2002; FOULQUIÉ 
MORENO et al., 2006). Nos últimos anos, algumas espécies têm adquirido 
importância em quadros nosocomiais e como patógenos oportunistas, devido à 
ação de fatores de virulência e resistência múltipla a antimicrobianos (ENDTZ 
et al., 1999; FRANZ et al., 1999, GIRAFFA, 2002).   
Enterococos resistentes a antimicrobianos foram isolados em diferentes 
alimentos (produtos cárneos, laticínios e vegetais), assim como em amostras 
clínicas (sangue e fezes) de pacientes hospitalares (TAUBER et al., 1999; 
BORGEN et al., 2000; GIRAFFA et al., 2000; LEMCKE e BÜLTE, 2000; 
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BAUMGARTNER et al., 2001; FRANZ et al., 2001; PEREZ-PULIDO et al., 
2006).   
A utilização de leite cru, obtido de maneira higiênica, oriundo de vacas 
sadias, associado a boas práticas de fabricação na produção do queijo Serra 
da Canastra, poderá agregar a este produto propriedades sensoriais 
diferenciadas dos queijos feitos com leite pasteurizado, devido à presença de 
bactérias láticas adaptadas às condições do clima e da matéria prima, sendo 
fundamental no processo de fermentação, desenvolvendo as características 
sensoriais, e um possível fator de proteção baseado na atividade 
antimicrobiana das bactérias láticas.  
2. OBJETIVOS 
2.1 Objetivo Geral  
Avaliar aspectos de segurança do queijo Serra da Canastra 
comercializado na cidade de Araras – SP. 
2.2 Objetivos específicos 
 Avaliar a adequação de amostras de queijo Serra da Canastra 
comerciais a padrões microbiológicos; 
 
 Isolar e identificar espécies de enterococos provenientes de amostras do 
queijo Serra da Canastra utilizando provas bioquímicas e moleculares; 
 
 
 Analisar o potencial de patogenicidade dos isolados de enterococos 
através de análises fenotípicas (produção de gelatinase e atividade 
hemolítica); 
 
 Verificar a resistência a antimicrobianos de isolados de enterococos de 
queijo Serra da Canastra; 
 
 Avaliar a atividade antimicrobiana dos isolados identificados frente a 
cepas de Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Staphylococcus 
aureus; 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
3.1 Queijo Canastra e Padrão de Qualidade 
 No Brasil o consumo anual de queijos é de 2,3 kg per capita. O Estado 
de Minas Gerais é o maior produtor brasileiro de queijos, com cerca de 200 
t/ano, sendo 70 mil de queijo Minas artesanal, produzido em 519 dos 853 
municípios mineiros que responde pela metade da produção nacional. A maior 
parte dessa produção é feita em pequenas e médias queijarias (CERRI; 
SOUZA, 2002). 
 Mesmo com as pressões de modernização dos processos de produção, 
as práticas tradicionais permanecem vivas e atuantes em Minas Gerais 
(VARGAS et al.,1998). Sobrevivendo a essas transformações, escondida na 
simplicidade e espalhada nas colinas e vales do Estado, resta a secular 
fabricação de queijo a partir de leite cru, da região da Serra da Canastra, 
produzido desde o século XVIII (FURTADO, 1980; VARGAS et al., 1998). 
Atualmente, um expressivo número de famílias vive da produção e 
comercialização desse tipo de queijo. Um levantamento realizado nos 
municípios/áreas produtoras constatou a existência de cerca de 30 mil famílias 
de pequenos proprietários, totalizando aproximadamente 100 mil pessoas. 
Destes, 10.773 são produtores das quatro principais regiões do estado (Serro, 
Alto Paraíba, Serra da Canastra e Araxá), consideradas tradicionais e que 
produzem anualmente 33.570 toneladas de queijo em 46 municípios, gerando 
26.870 empregos diretos (NÓBREGA, 2007). 
A região da Serra da Canastra, localizada no sudoeste do Estado, 
abriga o parque nacional Serra da Canastra, criado para proteger as nascentes 
do Rio São Francisco, tem como núcleo a cidade de São Roque de Minas, 
localizada no Centro-Oeste do Estado. Fazem parte desta região os seguintes 
municípios: Bambuí, Delfinópolis, Medeiros, Piumhí, São Roque de Minas, 
Tapiraí e Vargem Bonita (Portaria n° 694/04/MG – IMA, 2004). 
O processo de produção do queijo Serra da Canastra no Estado de 
Minas Gerais deve obedecer as normas estabelecidas pela Lei n° 14.185, de 
31 de Janeiro de 2002 (MG), que dispõe sobre o processo de produção de 
queijo artesanal, cujo regulamento foi aprovado pelo Decreto n° 42.645, de 05 
de junho de 2002 (MG). Para efeito deste Regulamento, entende-se por queijo 
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Minas artesanal, o queijo elaborado, na propriedade de origem do leite, a partir 
do leite cru, hígido, integral e recém ordenhado, utilizando-se na sua 
coagulação somente a quimosina de bezerro pura e no ato da prensagem 
somente o processo manual, e que o produto final apresente consistência 
firme, cor e sabor próprios, massa uniforme, isenta de corantes e conservantes, 
com ou sem olhaduras mecânicas, conforme a tradição histórica e cultural da 
região do Estado onde for produzido. Com a promulgação da Lei n° 14.185, de 
31 de Janeiro de 2002(MG), ações vem sendo desenvolvidas para melhoria da 
qualidade do queijo Serra da Canastra. 
Segundo Pereira & Rigolin-Sá (2006) estudos realizados na Serra da 
Canastra, mostraram que análises dos produtos e constantes orientações aos 
produtores do queijo Canastra são trabalhos de extrema importância, para que 
estes obtenham o selo de qualidade (SIF) e possam comercializar legalmente 
seus produtos em todo território nacional e internacional.  Ainda, segundo as 
autoras, a realização de análises microbiológicas, envolvendo todos os 
possíveis pontos de contaminação é importante para garantir um produto final 
de qualidade. 
No período de 12/2004 a 12/2005, o projeto de apoio a agricultura 
familiar dos produtores do queijo Canastra no município de Medeiros (MG) da 
agência CNPQ, teve como objetivo definir as características de processamento 
e os níveis de adequação as normas de fabricação, com análises físico-
químicas e microbiológicas de todas as amostras de água, leite e queijos 
coletados. Também foram adotadas medidas de difusão e aplicação de 
práticas de conservação ambiental e tratamento de água, adoção de técnicas e 
práticas de processamento, controle produtivo aliadas às técnicas de controle 
de custo de produção e melhor aproveitamento dos recursos, obtendo-se 
queijo Canastra com maior potencial comercial atendendo os padrões de 
qualidade exigidos de modo a propiciar a oferta de produto de maior valor 
agregado. (EDITAL CT-AGRO/MDA/CNPQ 022/2004).   
O Instituto Mineiro de Agropecuária (IMA) vem promovendo o 
cadastramento de produtores do queijo Canastra. Desta forma, o produtor 
passará a ter a garantia de origem e a estar de acordo com a Lei n° 14. 185/02, 
promovendo a rastreabilidade ao queijo, indicando sua procedência, sua 
qualidade, e consequentemente tirando da clandestinidade. Para chegar a este 
estágio, o produtor precisa cumprir uma série de exigências, a começar pela 
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sanidade e ordenha dos animais para obter matéria prima de boa qualidade 
(Portaria n° 517 do IMA). São exigidas também infra-estrutura adequada nas 
instalações (Portaria 518), e boas práticas de fabricação do queijo (detalhada 
na Portaria 523) (ASCOM/EMATER-MG, 2008). 
A partir de 2006, o queijo Serra da Canastra também passou a ser alvo 
de pesquisa da Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais 
(EPAMIG). O objetivo foi padronizar os métodos de fabricação utilizados, 
atendendo às exigências dos consumidores e garantir que as características de 
cada produtor sejam sempre constantes. Na pesquisa estão sendo realizadas 
análises físico-químicas do leite integral, soro, queijo e do “pingo” e análises 
microbiológicas, inclusive da água que abastece as queijarias, para garantir a 
qualidade do produto (REVISTA MINAS FAZ CIÊNCIA, 2006). 
Segundo descrição de Borelli (2006a), o processamento do queijo da 
Serra da Canastra consta das seguintes etapas: 
- Feito em um local adjacente à sala de ordenha, aonde o leite é filtrado 
de um balde para o tanque de fabricação. Para promover a coagulação do leite, 
é adicionado o coalho comercial e o “pingo”, que é o exsudado proveniente da 
massa de queijo na etapa de salga do lote produzido no dia anterior e 
composto por espécies de Enterococcus, Lactobacillus, Lactococus e 
Streptococcus. 
- Aproximadamente uma hora após a adição do coalho e o pingo, ocorre 
o corte da coalhada, variando o tamanho do grão conforme as características 
de fabricação de cada micro região. Em seguida é promovida a mexedura da 
massa, e a dessoragem variando conforme a micro região. 
- Em seguida, inicia-se o processo de enformagem em formas redondas 
para ganhar sua forma característica, aonde ocorre a remoção do soro por 
pressão manual. 
- O queijo então é coberto com sal por aproximadamente seis horas, 
invertido, e depois salgado novamente por dezoito horas. Nesta ultima fase, 
ocorre a coleta do “pingo”. 
 - Após este período, o excesso de sal é removido, os queijos são 
retirados da forma, e dispostos em prateleiras de madeira sem controle de 
temperatura e umidade, ocorrendo a viragem todos os dias. A maturação 
ocorre de três a dez dias, variando conforme a micro região. Durante a 
maturação ocorrem desidratação e estabilização do produto e o 
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desenvolvimento de sabor levemente ácido, uma massa de cor creme claro, 
casca amarelo ouro e aroma característico do queijo Canastra.  
Estudos demonstram que o sistema enzimático da microbiota presente 
nos queijos artesanais, fabricados a partir de leite cru, é mais complexo do que 
aquele presente na microbiota de queijos fabricados com leite pasteurizado, 
adicionados de fermentos selecionados, conduzindo diferenças na qualidade 
sensorial entre esses dois tipos de queijo (GRAPPIN & BEUVIER, 1997; 
PELÁEZ & REQUENA, 2005; BALLESTEROS et al., 2006; CABEZAS et al., 
2007). 
A Resolução – RDC n° 12 de janeiro de 2001 que determina os padrões 
microbiológicos para produtos prontos para o consumo e a Portaria n° 146 de 
07 de março de 1996 (MARA, 1996) que determina os padrões microbiológicos 
para estabelecimento produtor, estabelecem para queijos de alta umidade, com 
bactérias lácticas abundantes e viáveis os seguintes parâmetros: Coliformes a 
45° C (M = 5 x 10 3 e m = 10 3 ), Estafilococus coagulase positiva (M = 10 3  e m = 
10 2 ), Salmonella sp/25g (ausência) e L. monocytogenes /25g (ausência).  
3.2 Queijos e saúde pública 
A grande oferta de queijos dos mais variados tipos, aliada à ocorrência 
comum de bactérias patogênicas, em derivados lácteos, fizeram com que a 
contaminação microbiana de queijos assumisse uma relevância destacada 
para a saúde pública (CARVALHO, 2004). As bactérias patogênicas, que 
constituem maior ameaça à segurança de queijos são: Salmonella spp, 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli  patogênica 
(De BUYSER et al.; 2001). 
Dias et al.,(1995) analisaram 21 surtos provocados principalmente por 
queijos Minas frescal, ocorridos em diferentes cidades mineiras entre os anos 
de 1992 e 1994 e notificados ao Serviço de Vigilância Sanitária. Das 239 
pessoas expostas aos alimentos, 218 (91,35%) apresentaram sintomatologia 
característica de intoxicação estafilocócica e 49 (20,5%) foram hospitalizadas. 
Do total de surtos notificados, 13 (61,90%) apresentaram coliformes 
termotolerantes com, contagens entre 10 3  e 10 5  NMP/g e 18 (85,7%) 
revelaram a presença de S. aureus entre 10 5  e 10 9 UFC/g do produto.  
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Silva e Castro (1995) avaliaram um surto provocado por queijo Minas, 
ocorrido na cidade de Contagem - MG, onde 14 das 15 pessoas expostas ao 
produto contaminado (93,31%) adoeceram. A análise do queijo fabricado 
artesanalmente a partir de leite cru revelou a presença de Salmonella,  S. 
aureus (10 5 UFC/g) e coliformes termotolerantes em quantidade superior a 1,1 
x 10 5  NMP/g. Diante das pesquisas realizadas e do período de incubação 
apresentado pelas pessoas expostas, foi concluído a ocorrência de infecção 
por Salmonella do grupo D associada à intoxicação estafilococica. 
Sabioni et al., (1998) relata surtos de intoxicação alimentar ocorrido em 
julho de 1987, na cidade de Ouro Preto, MG (Brasil) causado pelo consumo de 
queijo Minas, contaminado por Staphylococcus aureus com contagens de 9,3 x 
10 7 UFC/g. Detectaram-se cepas produtoras de enterotoxinas do tipo A, B, D e 
E. As amostras analisadas revelaram contaminação por coliformes 
termotolerantes acima de 1,1 x 10 5  NMP/g. Devido aos sintomas 
característicos e à elevada contaminação, concluiu-se que o Staphylococcus 
aureus foi o agente responsável pelo surto. 
Uma pesquisa realizada por Pereira et al., (1999) em 168 amostras de 
queijo Minas (20 frescal, 48 Canastra e 100 padronizado) coletadas em Belo 
Horizonte, mostrou ausência de Salmonella ssp em todas as amostras. 
Entretanto, verificou-se que 90% das amostras de Minas frescal, 81,2% de 
Minas Canastra e 52% de Minas padronizado apresentaram coliformes 
termotolerantes, acima dos valores permitidos pela legislação. 
Em Cuiabá - MT, em 2001, Loguercio et al., analisaram 30 amostras de 
Queijo Minas artesanal  obtidas em dois pontos de comercialização, 
observaram que 28 amostras (93,33%) apresentaram NMP > 10 2 NMP/g para 
coliformes termotolerantes e somente duas amostras (6,67%) estavam dentro 
dos padrões legais exigidos. Para contagem de S. aureus, em 29 amostras 
(96,67%) observaram-se valores superiores a 10 3 UFC/g, com apenas uma 
amostra (3,33%) em conformidade com o padrão legal. 
Carmo et al., (2001) coletaram amostras de queijos Minas e leite cru 
relacionados a dois surtos em Minas Gerais. No primeiro, 50 pessoas 
adoeceram após a ingestão de queijo Minas frescal, e no segundo surto; 328 
pessoas apresentaram os sintomas após ingestão de leite cru. As análises 
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mostraram que S. aureus estava presente (2,4 x 10 2  a 2,0 x 10 9  UFC/g) e 
produziram as enterotoxinas SEA, SEB e SEC. 
Borelli (2002), analisando os principais indicadores higiênico – sanitários 
presentes na elaboração do queijo Serra da Canastra, observou que todas as 
amostras de água encontravam-se fora dos padrões legais de potabilidade ( 
Portaria 1469 MS, 2000). Pseudomonas aeruginosa e Clostrídios sulfito 
redutores foram isolados em 90% e 50% das amostras analisadas, 
respectivamente. O perfil microbiológico do leite cru utilizado para fabricação 
do queijo, utilizando-se como critério os padrões estabelecidos para leite 
pasteurizado tipo C (Resolução RDC 12/01 ANVISA, 2001) revelou que, 50% 
das amostras continham coliformes termotolerantes acima dos limites legais e 
30% apresentaram Staphylococcus coagulase positiva com populações entre 
102 a 104 UFC/ml. 
Salotti et al. (2006) no período de junho a dezembro de 2002, avaliando 
60 amostras de queijo Minas, sendo 30 amostras de produção artesanal e 30 
de produção industrial fiscalizadas pelo Serviço de Inspeção Estadual ou 
Federal no comércio de Jaboticabal, observaram que 83, 4 % das amostras 
artesanais e 66,7 % das amostras industrializadas apresentavam-se em 
desacordo com o estabelecido pela RDC 12/01 (ANVISA, 2001) quanto a 
presença de coliformes termotolerantes. Para contagem de Staphylococcus 
coagulase positiva, 20 % das amostras artesanais e 10 % das amostras 
industriais, apresentaram-se em desacordo e verificou-se ausência de 
Salmonella spp e Listeria monocytogenes.  
A intoxicação causada por alimentos contendo enterotoxinas de 
Staphylococcus aureus é uma das doenças de origem alimentar mais comuns. 
De acordo com os dados da Fundação Ezequiel Dias, no estado de Minas 
Gerais entre 1995 e 2001 ocorreram 23 surtos, 660 casos e 1 óbito, devido ao 
consumo de queijos contaminados por toxinas estafilocócicas (CAMARGO, 
2004). Entre 2001 e 2003, no município de São Jose do Rio Preto foram 
notificados 4 surtos e 52 casos de intoxicação alimentar por S. aureus (PERESI 
et al., 2004).     
No estado de São Paulo, Bacillus cereus foi identificado como agente 
etiológico de 45 (4,8%) dos 932 casos de doenças transmitidas por alimentos 
notificados à vigilância epidemiológica em 2002 (SÃO PAULO, 2002). Surtos 
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relacionados a  Bacillus cereus já foram relatados nos EUA, Reino Unido, 
Canadá, Holanda, Escandinávia e outros países, envolvendo diversos 
alimentos como fonte de veiculação, dentre eles produtos cárneos, laticínios, 
condimentos e arroz oriental. O “British Columbia Center for Disease Control” 
(2002) relatou a ocorrência de dois surtos de doença transmitida por alimentos 
no Canadá, envolvendo mais de 100 pessoas devido à contaminação de leite 
por B.cereus. 
Listeria monocytogenes é o agente etiológico responsável por 
aproximadamente 25% das mortes relacionadas a doenças transmitidas por 
alimentos nos EUA anualmente. Na Europa entre 1991 e 2001 foram 
notificados 2.065 casos de listeriose, porem os órgãos competentes estimam 
que o número real seja maior (LUDÉN et al., 2004)    
3.3 Microrganismos patogênicos em queijo 
3.3.1 Coliformes termotolerantes 
A Escherichia coli faz parte da microbiota normal do intestino de animais 
de sangue quente, portanto, a sua presença nos alimentos, constitui um 
indicador de contaminação fecal (PERESI, et al., 2001). 
A contaminação por coliformes termotolerantes pode ser originada de 
uma higienização inadequada das superfícies e equipamentos de uma planta 
de processamento. Neste caso, sua presença reflete a qualidade da 
sanitização além da poluição direta do produto (BANWART, 1989). 
Na produção de queijos, os coliformes são responsáveis pelo 
desenvolvimento de estufamento precoce, caracterizado pela produção de gás 
H 2  em 1 a 2 dias após sua fabricação (FOX et al., 2000). 
A presença desses microrganismos, em índices condenatórios, já foi de 
maneira enfática, relatadas em queijos Minas (COLEN et al.,1984; PEREIRA et 
al., 1987; LAICINI, 1993; SOUZA et al., 1993; DIAS et al., 1995; RODRIGUES 
et al., 1995; CARVALHO et al., 1996). Essas contaminações além de indicar as 
más condições higiênicas do produto, indica, também, a possibilidade da 
presença de cepas patogênicas pertencentes aos grupos EPEC (E. coli 
enteropatogênica clássica), ETEC (E. coli enterotoxigênica), EIEC (E. ecoli 
enteroinvasora), EAggEC (E. coli enteroagregativa) e EHEC (E. coli entero-
hemorrágica) (FRANCO E LANDGRAF, 2002). 
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Frank et al.,(1977) correlacionaram a presença de coliformes 
termotolerantes em queijo tipo Camembert, com a ocorrência de E. coli 
enteropatogênica, o que também foi demonstrado por Frank & Marth (1978). 
Segundo Santos et al., (1995) a Escherichia coli enterotoxigênica é a causa 
comum de “diarréia de viajantes”.  
3.3.2 Estafilococos coagulase positiva e negativa 
Enquanto as células de S. aureus são termolábeis e facilmente 
eliminadas por processos moderados de temperatura, suas enterotoxinas são 
termoestáveis e resistentes a temperaturas de processamento de produtos 
lácteos (FREITAS & MAGALHÃES, 1990). 
A intoxicação estafilococica é uma enfermidade transmitida por 
alimentos quando estes estão contaminados por espécies de estafilococos 
capazes de produzirem enterotoxinas. Relata-se ser necessária entre 10 5  e 
10 6  UFC de S. aureus /g de alimentos, para que a enterotoxina seja formada 
em níveis capazes de provocar intoxicação alimentar. Os principais sintomas 
da intoxicação são: náuseas, vômitos, diarréias, sudorese, cãibras abdominais 
dolorosas, dores de cabeça e cala frio. O período de incubação varia de 30 
minutos a 8 horas, após a ingestão do alimento contaminado (FRANCO, 
LANDGRAF, 2002). 
No Brasil vários estudos têm demonstrado alta contaminação de leite e 
derivados por S. aureus. Santos et al., (1981) ao avaliarem 78 amostras de 
leite cru em Minas Gerais, observaram que 46,9% apresentaram S. aureus em 
contagens variando de 3,0 x 10 3 a 9,8 x 10 5 UFC/ml. 
Os S. aureus são frequentemente pesquisados em alimentos, sendo o 
queijo um dos principais veículos causadores de intoxicação alimentar, pois 
sua presença esta associada a práticas de higiene e manipulação inadequadas 
(REIBNITZ et al., 1998). 
Sabioni (1998), citam casos de intoxicação estafilocócica causada por 
queijo Minas Frescal, assim como Anunciação et al., (1994), que relatam a 
presença de enterotoxinas estafilocócicas também em queijo Minas Frescal. 
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3.3.3 Salmonella spp 
Atualmente, Salmonella é um dos microrganismos mais freqüentemente 
envolvidos em casos e surtos de doenças de origem alimentar em diversos 
países, inclusive Brasil. Na Inglaterra e países vizinhos, 90% dos casos de 
DTAs são causados por Salmonella. Dados recentes publicados nos Estados 
Unidos, Canadá e Japão indicam que os relatos de ocorrência de salmonelose 
de origem alimentar aumentam cada ano (FRANCO, LANDGRAF, 2002). 
Segundo De Buyser et al., (2001), nos 2861 surtos de origem alimentar 
ocorridos na França, no período de 1988 a 1997, Salmonella foi o principal 
agente etiológico (49%) e a porcentagem dos derivados do leite (queijos) 
nestes surtos foi de 1,8%. 
A presença de Salmonella em queijo de Coalho e queijo Manteiga tem 
sido relatada em algumas pesquisas (FLORENTINO; MARTINO, 1999). Sabe-
se, também que Salmonella mantém-se viável em queijo contaminado por 
longo período de tempo (BORGES; BRANDÃO; PINHEIRO, 1990), o que 
ressalta a importância do controle de qualidade microbiológico do produto, visto 
que a legislação brasileira estabelece ausência desta bactéria em alimentos 
(BRASIL, 2001).  
3.3.4 Listeria monocytogenes 
Listeria monocytogenes tem sido, atualmente, reconhecido como um 
importante patógeno de origem alimentar, podendo ser isolado de uma ampla 
variedade de produtos derivados do leite (SILVA et al., 1998). Dentre estes 
produtos, os queijos têm sido os mais extensivamente estudados. 
Em 2000-2001 um surto nos EUA foi associado ao consumo do queijo 
fresco tipo mexicano de fabricação caseira onde se utilizou leite cru. Doze 
pessoas foram acometidas pela doença (incluindo 10 gestantes), provocando 5 
abortos, 3 partos prematuros, 2 recém-nascidos infectados, um adulto 
acometido por meningite e outro desenvolvendo abscesso cerebral (CENTERS 
for DISEASE CONTROL and PREVENTION, 2001). 
A ocorrência de Listeria monocytogenes em leite e produtos lácteos tem 
sido relatada em muitos estudos (SILVA et al., 1998; CATÃO; CEBALLOS, 
2001; KABUKI et al., 2004). Entre os produtos lácteos, os queijos são os mais 
comumente contaminados por esta bactéria, principalmente os de alta e média 
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umidade. A contaminação de queijos por Listeria monocytogenes está 
relacionada com a contaminação do leite cru, o que pode ocorrer durante o 
processo de ordenha, estocagem, transporte até a indústria e a partir do 
ambiente do processamento (TOMPKIN, 2002; WAAK; THAM; DANIELSSO-
THAM, 2002; KABUKI et al; 2004). 
3.3.5 Bacillus cereus 
 Este microrganismo produz uma série de fatores de virulência, incluindo 
múltiplas hemolisinas, fosfolipases e proteases. Bacillus cereus causa dois 
tipos de doenças de origem alimentar: a síndrome diarréica e a síndrome 
emética além de diversas infecções localizadas ou sistêmicas, como 
endocardites, meningites, periodontite, infecções oculares, osteomelite e 
septcemia. Estas patologias são menos freqüentes se comparadas às do trato 
gastrintestinal. Em geral, a gama de diversas toxinas e fatores de virulência de 
B. cereus, principalmente em infecções sistêmicas, têm sido pouco estudados 
(SCHOENI; WONG, 2005; GRANVM, 1994).              
  Um número dessas espécies bacterianas pode ser encontrado em 
diversos alimentos, incluindo produtos in natura, frescos e processados. Em um 
estudo com carne crua, produtos cárneos e aditivos, o B. cereus foi encontrado 
em 6,6% de 534, 18,3% de 820 e 39,1% de 609 amostras, respectivamente em 
populações de 10 3 UFC/g (JAY, 2005).  
  Andersson et al., (1995) expuseram a facilidade da contaminação da 
planta de processamento de leite devido à contaminação inicial do leite cru que 
chega ao estabelecimento, à sobrevivência dos esporos à pasteurização e à 
forte capacidade de adesão destes esporos às superfícies de aço inoxidável, 
que podem em grande parte permanecer aderidos mesmo após o processo de 
limpeza das instalações. 
 Esper (2006) avaliando 45 amostras de ricota comercializadas no 
município de Campinas observou que 46,7% das amostras estavam em 
desacordo com o estabelecido pela RDC 12/01 (ANVISA). Além dos critérios 
microbiológicos exigidos pela legislação uma avaliação complementar mostrou 
que 51,1% das amostras estavam contaminadas por B. cereus, sendo que 
28,9% com contagem na faixa de 104 a 106 UFC/g. Quanto ao potencial 
enterotoxigênico de B. cereus, 85,7% (36/45) dos isolados analisados, foram 
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positivos para o kit BDE-VIA. 
 Rocha (2004) avaliando a presença de B. cereus em indústria 
processadora de queijo Minas Frescal, constatou a presença de B. cereus em 
todo ambiente de produção e na maioria das amostras de queijos analisados.   
3.4 Bactérias láticas em queijos artesanais 
 Em muitos países, queijos fabricados em pequena escala, a partir de 
leite cru, ordenhados pelos próprios produtores, são produzidos 
artesanalmente, utilizando técnicas tradicionais. Na produção desses queijos, 
normalmente não se empregam culturas iniciadoras comerciais, sendo esta 
função desempenhada pelas culturas láticas naturalmente presentes no leite. 
Pouco se sabe sobre as bactérias láticas envolvidas na fabricação e maturação 
de queijos artesanais, sendo que a maioria das informações encontradas na 
literatura, diz respeito aos queijos espanhóis (COGAN et al., 1997).  
 Em um trabalho realizado com o queijo Manchego, produzido na 
Espanha a partir de leite cru de ovelha, na região de La Mancha, Ballesteros et 
al. (2006) observaram que as espécies predominantes encontradas foram 
Lactococcus lactis subsp. lactis, seguida de Enterococcus faecalis, 
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Leuconostoc mesenteroides subsp. 
dextranicum e Lactobacillus plantarum. Os autores também consideraram que 
os atributos sensoriais no Manchego fabricado artesanalmente foram 
superiores aos apresentados pelo mesmo queijo, quando fabricado 
industrialmente. 
 Zamfir et al., (2005) ao avaliarem a biodiversidade de bactérias láticas 
em 110 amostras de produtos láticos artesanais produzidos na Romênia, entre 
estes, os queijos Branza Dulce, Telemea e Urda, observaram que havia 
predominância de Lactococcus lactis, Leuconostoc sp. e Enterococcus sp. 
Entre o grupo Enterococcus, uma nova espécie, E. sacharominimus, foi 
encontrada, o que demonstra a importância dos produtos artesanais como 
fonte potencial de microrganismos, cujas propriedades possam ser utilizadas 
para o desenvolvimento de novas culturas iniciadoras. 
 O queijo frescal mexicano é fabricado artesanalmente em várias 
propriedades rurais, com leite cru de vaca, utilizando-se de técnicas 
tradicionais, que inclui acidificação pelas bactérias láticas naturalmente 
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presentes no leite, sendo as espécies predominantes: Lactococcus lactis 
subsp. lactis, seguida por Enterococcus faecium e Lactobacillus casei ( 
TORRES & CHANDAN, 1981). 
    
3.5 Atividades antimicrobianas de bactérias láticas 
Entre os microrganismos presentes nos diversos tipos de queijos, 
encontram-se as bactérias láticas. O grupo das bactérias láticas compreende 
11 gêneros de bactérias Gram positivas: Carnobacterium, Enterococcus, 
Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, 
Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus e Weissella (MOGENSEN et al., 
2003). 
O leite cru constitui boa fonte de bactérias láticas passíveis de serem 
utilizadas pela indústria laticinista nacional, especialmente pelo fato de estarem 
adaptadas às condições do clima e da matéria-prima, sendo ainda necessários 
maiores estudos sobre suas características individuais e específicas 
(ALEXANDRE et al., 2002). 
Culturas iniciadoras específicas a uma particular variedade de queijo, 
baseada na seleção de estirpes isoladas a partir do próprio produto, 
presumivelmente, estarão mais bem adaptadas, além de assegurarem 
propriedades sensoriais semelhantes ao queijo original, quando fabricado com 
leite tratado termicamente (ESTEPAR et al., 1999). 
Carvalho et al. (2005), isolando bactérias láticas de queijos de coalho 
artesanal fabricado com leite cru, comercializados em Fortaleza (CE), 
observaram a predominância dos Gêneros Enterococcus e Streptococcus 
sugerindo que durante o processamento deste queijo, as altas temperaturas 
que variam de 40° a 60°C para cozimento da massa, promoveria a seleção 
destas bactérias mais resistentes a temperaturas elevadas. 
As atividades metabólicas das bactérias láticas, não apenas contribuem 
para o desenvolvimento de características sensoriais desejáveis como também 
permitem conservar ou aumentar o valor nutritivo da matéria-prima (MAGRO et 
al., 2000) 
Existem várias substâncias antimicrobianas que podem ser produzidas 
por bactérias Gram positivas incluindo as láticas. Podem ser citadas: ácidos 
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orgânicos (como ácido lático), peróxido de hidrogênio, dióxido de carbono, 
diacetil, acetaldeido e substâncias antimicrobianas de natureza protéica 
denominadas bacteriocinas (NAIDU et al., 1999). 
As bacteriocinas produzidas por bactérias láticas têm despertado grande 
interesse científico e industrial. Estes interesses estão relacionados com o fato 
de algumas bacteriocinas inibirem bactérias deteriorantes e patogênicas 
(ADAMS & NICOLAIDES, 1997; MAGRO et al., 2000). 
O espectro inibidor geralmente restrito a bactérias Gram positivas, sendo 
que várias bacteriocinas produzidas são ativas contra B. cereus, C. botulinum, 
C. perfringens L. monocytogenes e S. aureus (DE VUYST e VANDAMME, 
1994). 
Alexandre et al., (2002), utilizaram 192 cepas de bactérias lácticas de 
cinco amostras de queijo Minas artesanal do Serro, para avaliar a atividade 
antimicrobiana frente a microrganismos indicadores. Como resultado da prova 
de inibição direta, 48 cepas isoladas (25%) foram capazes de inibir o 
crescimento in vitro de microrganismos indicadores, dentre os quais 
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.  
As bacteriocinas são peptídios ou proteínas sintetizados no ribossomo e 
liberadas no meio extracelular, que apresentam ação bactericida ou 
bacteriostática sobre espécies intimamente relacionadas com o microrganismo 
produtor (BRUNO e MONTVILLE, 1993; EIJSINK, 1996). 
Segundo Cleveland et al., (2001), as bacteriocinas diferem dos 
antibióticos principalmente quanto à síntese, ao espectro e modo de ação, à 
toxicidade e aos mecanismos de resistência. 
Até 1995, mais de 100 bacteriocinas de bactérias lácticas foram 
identificadas (CHEN, 1997). Elas são, em geral, pequenas proteínas catiônicas, 
heterogêneas e hidrofóbicas, que apresentam de 20 a 60 resíduos de 
aminoácidos, ponto isoelétrico elevado, características anfipáticas. Também 
podem variar quanto ao microrganismo produtor, ao espectro de ação, ao peso 
molecular e às suas propriedades bioquímicas (KAISER e MONTVILLE, 1996; 
VERHEUL et al., 1997). 
A identificação de bacteriocinas de bactérias lácticas com ação contra 
microrganismos patogênicos e deteriorantes ganhou interesse para a aplicação 
como conservantes em alimentos (DE VUYST e VANDAMME, 1994; 
RODRÍGUES et al., 2000), principalmente devido a sua contribuição no 
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desenvolvimento de “flavor”, textura, vida de prateleira e preservação nos 
alimentos (RAY, 1992; DU TOIT et al., 2000; OLASUPO et al., 2001; LEROY e 
DE VUYST, 2002; SARANTINOPOULOS et al., 2002; GIRAFFA, 2003). 
Além disso, muitas bacteriocinas são estáveis ao calor, podendo ser 
aplicadas em combinação com tratamento térmico. Assim, as principais 
propriedades das bacteriocinas são: atividade bactericida, modo de ação 
irreversível, estáveis nos alimentos, biodegradáveis, digestíveis, seguras para 
saúde e ativas em baixas concentrações (DE VUYST e VANDAMME, 1994). 
 
3.5.1 Classificação e modo de ação das bacteriocinas 
 
Segundo Klaenhammer (1993), as bacteriocinas produzidas por 
bactérias lácticas estão distribuídas em 4 classes, de acordo com a sua 
estrutura e características bioquímicas . Em geral, a classe I, ou lantibióticos, 
representada pela nisina, é constituída por peptídios termoestáveis de baixo 
peso molecular (<5 kDa), diferenciados dos demais pela presença de lantionina 
e derivados; a classe II é composta por  pequenos peptídios (<10 kDa) 
termoestáveis divididos em três subclasses: IIa (pediocina e enterocina), IIb 
(lactocina G) e IIc (lactocina B); a classe III é representada por peptídios 
termolábeis de alto peso molecular (>30 kDa) como helveticina J; na classe IV 
encontram-se grandes complexos peptídicos contendo carboidrato ou lipídio 
em sua estrutura. Contudo, Cleveland et al. (2001) acreditam que estes 
complexos são artefatos de purificação parcial e não uma nova classe de 
bacteriocinas. Kemperman et al., (2003) sugeriram a inclusão de uma quinta 
classe para abrigar as bacteriocinas circulares. 
Em 2005, Cotter et al., propuseram uma nova classificação, a qual 
subdivide as bacteriocinas em duas categorias distintas: os lantibióticos (classe 
I) contendo lantionina e os não lantibióticos (classe II), enquanto os peptídios 
de alto peso molecular termolábeis, formalmente componentes da classe III, 
seriam separadamente designados de “bacteriolisinas”. Os autores sugerem 
ainda que a classe V (KEMPERMAN et al., 2003) seja incorporada à classe II 
dos não lantibióticos como uma subclasse, já a classe IV seria extinta.  
  
34 
 
Drider et al.,(2006) distribui as bacteriocinas em três grandes classes de 
acordo com suas características bioquímicas e genéticas (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Classificação das bacteriocinas segundo Drider et al.,(2006). 
 
Os estudos sobre o mecanismo de alguns lantibióticos e pequenos 
peptídios termoestáveis revelam que a ação das bacteriocinas ocorre na 
membrana citoplasmática (MONTVILLE e CHEN, 1998). Dependendo de sua 
concentração, as bacteriocinas são bactericidas ou bacteriostáticas. 
Franco e Landgraf (2002) citaram que o modo de ação ainda não está 
suficientemente elucidado, mas sabe-se que a porção protéica é fundamental 
para a atividade da bacteriocina. Acredita-se que a ação depende da ligação a 
receptores da superfície celular bacteriana, com permeabilização da membrana 
citoplasmática e formação de canais iônicos que causam o fluxo rápido de 
componentes celulares de baixo peso molecular. Há dissipação do gradiente 
eletroquímico na membrana citoplasmática, resultando em uma situação 
incompatível com a viabilidade celular. Evidências indicam que ocorrem alguns 
efeitos secundários tais como degradação de macromoléculas vitais como 
Classificação Descrição Subcategorias Exemplos 
Classe I ou 
Lantibióticos 
peptídeos que 
contém  
lantionina ou β-
lantionina 
tipo A (molécula lineares, 
< 4KDa) 
nisina,subtilina, 
epidermina  
mersacina, 
  tipo B (molécula globular) mutacina, 
actagardina 
Classe II classe heterogênea 
de pequenos 
peptídeos 
termoestáveis 
subclasse IIa 
(bacteriocinas tipo 
pediocina-antilisterial) 
pediocina, 
enterocina, 
sakacina 
  subclasse IIb (compostas 
por dois peptídeos) 
subclasse IIc 
(outras bacteriocinas) 
plantaricina, 
lactacina F 
lactococina 
Classe III grandes peptídeos 
(>30 KDa) 
termolábeis 
 helveticina J,  
millericina B 
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proteínas, DNA e RNA, inibição de síntese de proteínas e de peptoglicano, 
responsáveis pela integridade celular. 
A primeira fase na formação de poros pela bacteriocina envolve as 
interações eletrostáticas entre a carga positiva e os resíduos polares da 
bacteriocina com os da membrana alvo (CHIKINDAS, 1993; ABEE et al., 1995). 
Nesta fase, por exemplo, a bacteriocina é sensível a enzimas proteolíticas. A 
segunda fase é irreversível e envolve mudanças letais em cepas sensíveis à 
bacteriocina (DESMAZEAUD, 1997). 
As bacteriocinas apresentam ação bactericida ou bacteriostática sobre 
bactérias Gram-positivas, dentre elas, importantes patógenos de veiculação 
alimentar (HERNÁNDEZ, 2005). No entanto tais propriedades antibacterianas 
variam em seu espectro de atividade, modo de ação, peso molecular, origem 
genética e propriedades bioquímicas. Além disso, são efetivas em baixa 
concentração, por exemplo, 10 mg.kg-1, e não promovem alteração na 
qualidade sensorial do produto (KLAENHAMMER, 1993; VLAEMYNCK et al., 
1994; ABEE, 1995; CLEVELAND et al., 2001; HERRANZ, 2001; LEROY e DE 
VUYST, 2002; MORENO et al., 2003).  
As bacteriocinas podem ser introduzidas nos alimentos por pelo menos 
três diferentes maneiras: em alimentos fermentados podem ser produzidas in 
situ pela adição de culturas lácticas bacteriocinogênicas no lugar das 
tradicionais culturas iniciadoras; pela adição destas culturas como adjuntas; ou 
pela adição direta de bacteriocinas purificadas (BARNBY-SMITH, 1992; LYON 
et al., 1995; GIRAFFA, 2003). 
De modo geral para que uma bacteriocina possa ser empregada na 
indústria de alimentos deve cumprir alguns requisitos como: a linhagem 
produtora deve ter status GRAS; a bacteriocina deve apresentar amplo 
espectro de inibição sobre os patógenos de alimentos ou ser altamente 
específica sobre algum deles; deve ser termoestável; não pode apresentar 
risco à saúde do consumidor; ter efeito benéfico sobre o produto, aumentando 
sua segurança, sem afetar a qualidade nutricional e sensorial (HOLZAPFEL et 
al., 1995).  
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3.5.2 Enterococcus e antagonismo frente à patógenos em 
alimentos 
Essas bactérias, antes um subgrupo do gênero Streptococcus passaram 
a pertencer ao gênero Enterococcus a partir de 1984. A utilização dos 
Enterococcus como indicadores de contaminação fecal dos alimentos 
apresenta algumas restrições, pois também são encontrados em ambientes 
diferentes do trato intestinal. Apesar das limitações do uso desses 
microrganismos como indicadores de contaminação fecal, sua presença em 
números elevados em alimentos indica práticas sanitárias inadequadas, ou 
exposição dos alimentos a condições que permitiram a multiplicação de 
microrganismos indesejáveis. Em alimentos fermentados por bactérias do 
gênero Enterococcus, o número elevado desses microrganismos não tem o 
mesmo significado (FRANCO e LANDGRAF, 2002). 
Atualmente 20 espécies pertencem a este gênero, das quais o E. 
faecium e o E. faecalis são as mais encontradas. Os enterococos podem estar 
presentes no solo, na superfície das águas, em plantas e vegetais. Podem 
crescer em alimentos crus e multiplicar-se durante as fermentações, devido a 
sua habilidade em sobreviver em condições extremas de pH, temperatura e 
salinidade. Estas bactérias podem resistir a condições normais de 
processamento de alimentos (GIRAFFA, 2003). 
No que diz respeito à produção de bacteriocinas por enterococos, esta 
parece ser uma característica comum para cepas associadas com alimentos. 
Estas sustâncias antibacterianas são chamadas enterocinas (SABIA et al., 
2002). 
Tem sido relatado que cepas de E. faecalis e E. faecium são hábeis em 
produzir enterocinas com capacidade de inibir a Listeria spp., quando estas são 
desenvolvidas em leite e queijos (GIRAFFA, 1995; NUNEZ et al.,1997; 
ENNAHAR et al.,1998). 
Segundo Villani et al., (1993); Lyon et al., (1995) nos últimos anos tem-
se noticiado vários casos de doenças após ingestão de alimentos 
contaminados por microrganismos, dentre eles a Listeria monocytogenes, 
causadora de listeriose em mulheres grávidas, recém nascidos e pessoas 
imunodeprimidas. A refrigeração e outros métodos de conservação não têm 
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prevenido a sobrevivência e crescimento da L. monocytogenes em alimentos 
contaminados. 
Giraffa et al.,(1995) utilizando E. faecium 7C5 como microrganismo 
produtor, comprovaram o poder de inibição da enterocina frente a L. 
monocytogenes e L. innocua. Observaram também que a combinação dos 
efeitos da diminuição do pH e ação da enterocina possuem efeito sinérgico.  
Mckay (1990) comprovou a atividade antimicrobiana da bacteriocina 
produzida pelo E. faecium diante da Listeria spp. Quando o E. faecium e a L. 
innocua cresceram em culturas separadas a contagem de cada microrganismo 
chegou a 109 UFC/mL, porém no cultivo simultâneo a L. innocua foi fortemente 
inibida, resultado que demonstra que a produção de enterocina ocorre 
simultaneamente com o crescimento exponencial do E. faecium. 
Rodrigues et al.,(2000) observaram que as enterocinas produzidas por 
E. faecalis TAB 20 e TAB 52 e E. faecium TAB 7 inibiram microrganismo 
patogênicos e deteriorantes presentes em produtos lácteos, tais como, cepas 
de Clostridium tyrobutyricum, Listeria sp. e  Lactobacillus buchneri.  
Nascimento (2007) avaliando a ação de culturas produtoras de 
bacteriocinas sobre alguns patógenos Gram-positivos em diferentes meios e 
derivados lácteos, observou que as bacteriocinas produzidas por Lb. Plantarum 
ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 apresentaram atividade inibitória sobre L. 
monocytogenes. Já a nisina produzida por Lac. lactis subsp. lactis ATCC 11454 
demonstrou espectro de ação mais amplo, porém com menos atividade. 
As bacteriocinas produzidas por enterococos adicionados aos alimentos 
mostram-se como uma boa opção para melhorar a qualidade e sanidade de 
vários alimentos fermentados sem influenciar o crescimento da cultura 
iniciadora (LYON et al., 1995; MAISNIER – PATIN et al., 1996; CALLEWAERT 
et al., 2000; SARANTINOPOULOS et al., 2002). Cepas de enterocococos têm 
sido isoladas de queijo artesanais e suas culturas têm sido propostas como 
starter em queijos como Chedar e Fontina (PARENTE e HILL, 1992). 
Este gênero apresenta características relevantes para ser empregado 
em tecnologia de alimentos e como probióticos (CINTAS, 1997). Contudo, 
existe dificuldade em regulamentar seu emprego na indústria de alimentos, 
apesar de não haver consenso quanto à possível patogenicidade deste gênero. 
Salminen e Von Wright (1993) relataram que E. faecalis poderia eventualmente 
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comportar-se como patógeno oportunista, porém não mencionaram a espécie 
E. faecium  
Os Enterococcus são bactérias comensais que fazem parte da 
microbiota do trato gastrintestinal de seres humanos e de animais. Mesmo não 
sendo considerados como microrganismos altamente patogênicos, os 
Enterococcus estão entre os organismos mais comumente encontrados em 
infecções nosocomiais (KUHN, 2000).  
Enterococcus não são particularmente virulentos quando comparados 
com outros microrganismos da microbiota intestinal (GOLDMANN, 1992; 
GORDTS et al.,1995). Entretanto, sua capacidade de causar doenças em 
pacientes imunocomprometidos, recém nascidos e idosos hospitalizados tem 
levado ao reconhecimento de sua importância na etiologia de infecções 
hospitalares, entre as quais urinárias, bacteremias, endocardites e septicemias 
neonatais (WILLEY et al., 2003; MORRISON et al., 1997a). 
Giraffa et al., (1995) afirmam que os enterococos, assim como, outras 
bactérias lácticas poderiam ocasionalmente estar envolvidos em infecções 
clínicas, porém muitas linhagens podem ser consideradas seguras para o 
emprego em alimentos. Em 1996, o “Advisory Committee on Novel Foods and 
Processes” do Reino Unido aprovou o uso de E. faecium K770 como cultura 
láctica em produtos lácteos fermentados (GIRAFFA, 2003). 
Antes de uma bactéria ser considerada para a aplicação na área de 
alimento, informações como o espectro antimicrobiano, características 
bioquímicas, genéticas, ausência de quaisquer propriedades patogênica ou de 
resistência a antimicrobianos e a eficácia em alimento devem ser conhecidos 
(VANCANNEYT et al., 2002; DE VUYST et al., 2003).    
3.5.3 Os fatores de virulência  
Substâncias produzidas pelos microrganismos que podem causar dano 
ao hospedeiro, por exemplo: toxinas bacterianas, são referidas como fatores de 
virulência. O termo passou a significar qualquer componente do microrganismo 
que seja exigido para provocar doença que potencialize sua capacidade para 
isso (SCHAECHTER et al., 1999). 
De acordo com esta definição ampliada, mesmo uma substância que, 
purificada, não seja tóxica para o tecido do hospedeiro seria considerada um 
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fator de virulência se, em sua ausência, o microrganismo se tornasse 
consideravelmente menos capaz de provocar doença (menos virulento). Desta 
definição estão excluídos os genes e produtos de genes, essenciais ao 
crescimento normal do microrganismo. Assim um fator necessário para o 
crescimento de uma bactéria em meio de cultura em laboratório, não é 
considerado um fator de virulência, ao contrário de um fator que aumente a 
capacidade da bactéria em invadir a corrente sanguínea de seres humanos 
(CAMARGO, 2005).  
Fatores de virulência foram detectados em Enterococcus isolados a 
partir de amostras clínicas, ambientais e de alimentos (EATON e GASSON, 
2001; FRANZ et al., 2001; SEMEDO et al., 2003; PÉREZ-PULIDO et al., 2006). 
Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus/flavescens, Enterococcus 
durans, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis são exemplos de 
espécies nas quais foram detectados alguns destes determinantes (QIN et al, 
2000; MANNU et al., 2003; RICE et al., 2003; SEMEDO et al., 2003). 
As propriedades de patogenicidade e virulência destes fatores não estão 
totalmente elucidadas, embora inúmeras pesquisas tenham contribuído para o 
esclarecimento de algumas das ações, sendo comprovadas em experimento 
utilizando modelos animais e culturas de células (DUPONT et al., 1998; 
SCHLIEVER et al., 1998; SINGH et al., 1998).  
Em Enterocococus, os genes determinantes de virulência estão 
associados á plasmídios altamente transmissíveis. Pesquisas revelam que 
propriedades, como a produção de citolisina e a capacidade para adesão, 
podem ser transmitidas através de mecanismos de transferência (GILMORE et 
al.,1994).  
Entre os fatores de virulência mais conhecidos em enterococos está a 
resistência intrínseca a antimicrobianos comumente usados no tratamento da 
doença e, mais importante ainda, é a habilidade em adquirir genes que 
conferem alta resistência à vancomicina e à teicoplanina pela transferência de 
plasmídeos (HANDWERGER & SKOBLE, 1995).  
3.5.4 Resistência a antimicrobianos 
Enterococos nas últimas décadas têm emergido como um importante 
patógeno hospitalar em pacientes imunodeprimidos e em unidades de 
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tratamento intensivo. A causa de infecções por enterococos adquiridas em 
hospitais é em parte devido ao aumento do uso de antimicrobianos de largo 
espectro. E. faecalis é o microrganismo isolado mais frequentemente, estando 
associado a 80-90% das infecções humanas, seguido pelo E. faecium, 
encontrado em 10-15% das infecções (KONEMAN et al., 2001). 
A resistência a antimicrobianos observada em enterococos pode ocorrer 
tanto naturalmente (resistência intrínseca) como ser adquirida (resistência 
transferível) (KLARE et al., 2001). Exemplos de resistência intrínsecas são 
observados à cefalosporinas, monobactams, aminoglicosideos (baixo níveis), 
lincosamidas e polimixina (LECLERCQ, 1997; MORRISON et al.,1997b).  A 
resistência à ampicilinas (especialmente em E. faecium), tetraciclinas, 
macrolídeos, aminoglicosideos (altos níveis), cloranfenical, quinolonas e 
estreptograminas são exemplos de resistência adquirida, assim como a 
resistência ao grupo dos glicopeptideos, particularmente, á vancomicina 
(FOULQUIÉ MORENO, et al., 2006).  
Enterococos não são somente intrinsecamente resistentes a alguns 
antimicrobianos, mas são caracterizados como possuidores de uma potente e 
única habilidade de troca de material gênico (GIRAFFA, 2002). Um grande uso 
de drogas promotoras de crescimento em rações animais tem causado um 
aumento na resistência aos antimicrobianos em enterococos de origem animal, 
sendo que esta resistência também parece ter-se propagado para enterococos 
em populações humanas (KÜHN, 2003). 
 
4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Amostras  
Vinte e sete amostras de queijo Minas Serra da Canastra foram coletadas 
em estabelecimento varejista na cidade de Araras-SP.  As amostras foram 
transportadas e mantidas a 4° C até o início das análises. 
Quatro porções de 25 g de cada amostra, foram divididas e pesadas em 
balança semi analítica e homogeneizadas em um homogeneizador de pistões 
com diluentes específicas para cada microrganismo. 
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4.2 Análises Microbiológicas 
Os parâmetros microbiológicos avaliados foram aqueles definidos pela 
RDC nº 12/2001 (ANVISA, 2001) para queijos de alta umidade acrescido da 
determinação de Bacillus cereus e Enterococos. 
4.2.1 Determinação de coliformes termotolerantes 
A contagem foi realizada utilizando-se a técnica do Número Mais 
Provável-NMP- de três tubos, segundo recomendação da American Public 
Health Association – APHA (KONACKI; JOHNSON, 2001). Cada unidade 
amostral de 25 g foi homogeneizada com 225 ml de citrato de sódio 2% 
(Merck) e as diluições decimais seriadas foram inoculadas  em Caldo Lauryl 
Sulfate Tryptose (Oxoid)- LST. As culturas dos tubos com resultados presuntivo 
positivo (produção de gás) após 24 e 48h a 35°C foram transferidas para o 
caldo EC (Oxoid) e incubados em banho-maria a 45°C por 24°C para 
confirmação da presença de coliformes termotolerantes. 
4.2.2 Determinação de estafilococos coagulase positiva 
A determinação foi realizada utilizando-se o método recomendado pela 
APHA (BENNETT; LANCETTE, 2001). Cada unidade amostral de 25 g foi 
homogeneizada com 225 ml de citrato de sódio 2% (Merck) e as diluições 
decimais seriadas foram semeadas na superfície do ágar Baird Parker- BP 
(Oxoid) e as placas foram incubadas a 35°C por 48h. Cinco colônias suspeitas 
de cada amostra foram selecionadas e transferidas para Caldo Infusão Cérebro 
Coração-BHI (Oxoid), e incubadas a 35°C por 24h para confirmação, através 
da caracterização morfológica por coloração de Gram e dos testes bioquímicos 
de catalase e coagulase. 
4.2.3 Detecção de Salmonella spp 
A determinação de Salmonella foi realizada segundo recomendação da 
APHA (ANDREWS et al., 2001). Vinte e cinco gramas de amostra foi 
transferida para frascos contendo 225 ml em água peptonada tamponada-BPW 
(Merk) e incubados a 35°C durante 18 a 24h. Posteriormente, foi realizado o 
enriquecimento seletivo em caldo Tetrationato-TT (Oxoid), incubado a 43°C e 
caldo Rappaport Vassiliadis-RV (Oxoid), incubados a 42°C durante 24h. O 
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plaqueamento diferencial foi realizado por transferência com alça microbilógica 
dos caldos seletivo, para superfície do ágar Xylose Lysine Desoxycholate-XLD 
(Difco), ágar Hektoen enteric-HE (Oxoid) e ágar Bismuto Sulfito-BS (Difco) e 
incubados a 35°C/24h. As colônias típicas foram transferidas para ágar Tríplice 
Açúcar e Ferro-TSI (Difo) e ágar Lisina e Ferro-LIA (Difco) e incubadas a 35°C 
por 24 h. As culturas com reações típicas em TSI e LIA foram submetidas às 
provas bioquímicas e sorologia.  
4.2.4 Detecção de Listeria monocytogenes 
As análises foram realizadas segundo o método recomendado pelo 
Canadian Health Product and Food Branch” (PAGOTTO et al., 2001). Cada 
unidade de 25 g de amostra foi homogeneizada com 225 ml de caldo de 
Enriquecimento para Listeria (Oxoid- formulação UVM), suplementado com 25 
mg/l de ácido nalidíxico (Oxoid) e 7,5 mg/l de acriflavina (OXOID)-LEB e 
incubada a 30°C. Após 24h e 48h de incubação, 0,1 ml do caldo LEB foi 
inoculado em 10 ml de caldo Fraser Modificado (Oxoid), incubado a 35°C/48h. 
Após incubação foi semeado por estrias em ágar Oxford Modificado (ágar 
Oxford da Oxoid), suplementado com 10 mg/l de colistina (Sigma) e 20 ml/l de 
moxalactam (Sigma)-MOX e ágar Cloreto de Lítio Feniletanol Moxalactam 
(Difco) suplementado com 20 mg/l  de moxalactam (Sigma) -LPM e incubados 
a 35°C e 30°C,  respectivamente por 48h. Após seleção de colônias típicas foi 
realizado caracterização morfológica e testes bioquímicos. 
4.2.5  Determinação de Bacillus cereus 
A determinação desse microrganismo foi realizada através do método 
recomendado pela APHA (BENNETT, BELAY, 2001). Cada unidade amostral 
de 25 g foi homogeneizada com 225 ml de citrato de sódio 2% (Merck) e as 
diluições decimais seriadas foram realizadas e inoculadas em superfície em 
ágar manitol-gema de ovo-polimixina-MYP (Difco) e incubadas a 30ºC/24 h. As 
colônias típicas de B. cereus foram isoladas e submetidas aos seguintes testes 
de confirmação: verificação de crescimento rizóide em ágar nutriente (Nutrient 
Agar) prova da utilização da glicose em anaerobiose em Caldo Glicose-
Vermelho de Fenol (Fenol Red Glucose Broth), prova de redução de nitrato a 
nitrito em Caldo Nitrato (Nitrate Broth), prova de Voges-Proskauer (Modifiel VP 
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medium), e prova de decomposição da tirosina em ágar tirosina (Tyrosine Agar) 
elaborados com ingredientes oriundos de diversas marcas comerciais, segundo 
formulação recomendada pelo FDA ( U.S. Food and Drugs Administration, 
2001). 
4.2.6 Contagem de bactérias do Gênero Enterococos  
A contagem foi realizada segundo a metodologia recomendada pela 
APHA (HARTMAN et al., 2001). Cada unidade amostral de 25 g foi 
homogeneizada com 225 ml de citrato de sódio 2% (Merck) e as diluições 
decimais seriadas foram semeadas na superfície de Agar Kenner Fecal 
Streptcoccus- KF (Difco) e as placas incubadas a 45°C por 2 dias, afim de se 
suprimir o crescimento de uma possível microbiota acompanhante (Lactobacilli 
e outros Streptococci lácticos).  
 Cento e oitenta e uma colônias típicas em ágar KF Streptcoccus  foram 
submetidas à confirmação de gênero (HARTMAM et al., 2001) através da 
coloração de Gram para observação da morfologia (cocos Gram positivos, em 
pares ou, eventualmente, em cadeias curtas), teste de atividade da catalase, 
crescimento em 6,5% de NaCl em caldo Brain Heart Infusion-BHI (Biobrás),  
crescimento em pH 9,6; a 45°C e 10°C,  em caldo BHI e crescimento em ágar 
Bile Esculina (Oxoid). 
    Cento e quarenta e sete colônias confirmadas para o gênero de 
Enterococcus (cocos Gram positivo, catalase-negativas, capazes de crescer 
em pH 9,6, e a temperaturas de 45°C e 10°C e  na presença de bile com 
hidrólise da esculina) foram submetidas a identificação de espécie (E. faecium  
e E. faecalis), pela técnica da reação de polimerização em cadeia (PCR). 
Nestes isolados foram também investigados a presença de gelatinase e 
hemolisina através de testes fenotípicos de detecção de fatores de virulência. 
4.2.6.1 Identificação de Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis 
através de Reação de Polimerização em Cadeia – PCR 
4.2.6.1.1 Extração de DNA 
 
A metodologia utilizada foi a preconizada por Furrer et al., (1991) com 
modificações, para extração do DNA bacteriano dos isolados confirmados 
como Enterococcus. Inicialmente, cada um dos isolados foi inoculado em caldo 
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BHI e incubados a 35°C/ 24h em seguida, 600 µl foram transferidos para tubos 
eppendorf e centrifugados a 13000 xg por 10 min. 
Após o descarte do sobrenadante, o pallet foi ressuspendido em 95 µl de 
tampão PCR 1x (50 mM KCL, 10 mM Trisa HCl), ao qual foi adicionado 4 µl de 
solução de lisozina (50 mg/ml) e mantido a temperatura ambiente por 15 min. 
Na próxima etapa, adicionou-se 1 µl de proteinase K (20 mg/ml), com 
incubação a 60°C (banho-maria), durante 60 min. Em seguida, a amostra de 
DNA dos isolados foram submetidas a 95ºC/8 min e estocada a - 20ºC. 
4.2.6.1.2 Reação de polimerização em cadeia – PCR 
 
Os primers utilizados estão listados na Tabela 2. Para a identificação 
das espécies E. faecium e E. faecalis, foram utilizados, respectivamente, os 
genes ddlE. faecium  e ddlE. faecalis, ( DUTKA-MALEN et al., 1995).  
Cada reação (25 µl) foi constituída por: 0,625 U de Taq Polimerase, 0,2 
mM de cada desoxinucleotídeo trifosfatado (dNTP), 2,0 mM MgCL2 , tampão 
PCR 1x (20 mMTris HCL, 50 mM KCL) e 25 pmol de cada primer ( DUTK-
MALEN et al., 1995). As condições de amplificação foram: ciclo inicial de 
desnaturação a 94ºC por 2 min; seguido por 30 ciclos a 94ºC por 30 s, 54ºC 
por 30 s e 72ºC por 30 s; seguidos por um ciclo final de extensão a 72ºC por 10 
min (DUTKN-MALEN et al., 1995). Foram utilizados como controle positivos as 
cepas, E. faecium  ATCC 6569 e E. faecalis ATCC 29212 . 
As reações foram processadas em Termociclador Mastercycler 
epgradients  (Eppendorf). Os produtos amplificados foram analisados através 
da eletroforese em gel de agarose a 1,5%, comparando os fragmentos com um 
marcador de peso molecular 100bp. 
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Tabela 2. Primers e condições de anelamento utilizados na PCR de isolados 
de enterococos para os genes  ddlE. faecium  e ddlE. faecalis,. 
  
4.2.7 Avaliação da produção de gelatinase e atividade hemolítica 
 
O potencial fenotípico de virulência dos isolados de enterococos foi 
avaliado por meio dos testes de gelatinase e atividade hemolítica (BROLAZO, 
2003) 
 Os isolados foram inoculados, na superfície de ágar BHI (Biobrás) 
suplementado com 5% de hemácias de carneiro desfibriladas e incubadas a 
37°C /48h. A formação de halos de hemólise ao redor das colônias era 
indicativa de reação positiva. 
Para avaliação da gelatinase, os isolados foram inoculados em ágar 
gelatina nutriente (Difco) e incubadas a 30°C / 5 dias. A liquefação do meio era 
indicativa de reação positiva para gelatinase. 
 
4.2.8  Teste de sensibilidade a antimicrobianos 
A sensibilidade a antimicrobianos dos isolados de Enterococcus foram 
testados pelo método de disco-difusão em ágar, conforme metodologia 
preconizada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards 
(NCCLS, 2003). 
 
Gene e primer 
          
        Seqüência (5’ – 3’)  
 
Produto 
Temperatura de 
anelamento 
(°C) 
 
   ddlE. faecium   
 
   
       F1 GCAAGGCTTCTTAGAGA        550             54 
       
       F2 
 
CATCGTGTAAGCTAACTTC 
         
    
    ddlE. faecalis    
       
       E1  
 
ATCAAGTACAGTTAGTCT 
        
      941   
 
 
            54 
       E2 ACGATTCAAAGCTAACTG 
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Após a incubação em caldo BHI a 35°C/24h e com o auxílio do aparelho 
Densimat (Biomerieux), a turbidez de cada suspensão de cultura foi ajustada 
em solução salina estéril, de modo a obter uma turbidez óptica equivalente ao 
tubo 0,5 de McFarland. 
As suspensões ajustadas foram inoculadas em placas de ágar Mueller-
Hinton através de um swab de algodão estéril. Os discos de antimicrobianos 
(Tabela 4) foram então colocados na superfície das placas semeadas, 
distribuídos por igual. As placas foram incubadas a 35°C por 18 a 24h. O 
diâmetro do halo de inibição ao redor de cada disco foi mensurado com um 
paquímetro em mm.  
E. faecalis ATCC 29212 foi utilizado como controle. A interpretação dos 
resultados foi realizada conforme os critérios apresentados na Tabela 3. 
 
Tabela 3. Padrão de interpretação dos diâmetros dos halos de identificação de 
inibição do crescimento de Enterococcus spp. 
 
 
 
Antimicrobiano 
 
Concentração do 
disco (µg) 
 
Ra 
Diâmetro da zona 
(mm) 
 
Ib 
Diâmetro da zona 
(mm) 
 
 
Sc 
Diâmetro da zona 
(mm) 
 
 
Vancomicina 
 
           30 
 
            ≤ 14 
 
          15-16 
 
             ≥ 17 
Teicoplamina            30             ≤ 10           11-13               ≥ 14  
Tetraciclina            30             ≤ 14           15-18              ≥ 19 
Cloranfenical            30             ≤ 12           13-17              ≥ 18 
Eritromocina            15             ≤ 13           14-22               ≥ 23 
Ampicilina            10             ≤ 16               -              ≥ 17 
Gentamicina           120                6             7-9              ≥ 10 
Fonte: NCCLS (2005) a Resistente; b Intermediário; c Sensível 
 
4.2.9 Determinação de atividade antimicrobiana  
Cinqüenta e seis isolados de E. faecium identificados por PCR, 
selecionados   (média de 2 a 3 isolados por amostra de cada coleta), foram 
testados para determinação do espectro de atividade antimicrobiana frente aos  
microrganismos  patogênicos. 
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As culturas de E. faecium  foram mantidas a 4°C em caldo de Man 
Rogosa Sharpe (MRS). Os microrganismos patogênicos avaliados, 
provenientes da coleção de culturas do Laboratório de Higiene (FEA-
UNICAMP, Campinas, SP) e da coleção de culturas da Fundação Oswaldo 
Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ), foram: Listeria monocytogenes, Bacillus 
cereus e Staphylococcus aureus, conforme descrito na Tabela 4. Estas culturas 
foram mantidas a 4°C em ágares inclinados: Listeria monocytogenes em ágar 
tripticase de soja (Difco) suplementado com 0,6% de extrato de levedura (TSA-
YE), S. aureus em infusão de cérebro e coração (BHI, Difco, Sparks, EUA) e B. 
cereus em ágar tripticase de soja (TSA).  
Para a realização dos testes, as culturas foram cultivadas duas vezes 
em meio de cultivo adequado para cada espécie e inoculadas de acordo com 
as condições de desenvolvimento apresentadas na Tabela 4. 
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Tabela 4. Descrição e condições de desenvolvimento dos microrganismos 
patogênicos. 
 
 
Microrganismos 
 
Linhagem 
 
Origem 
 
Condições de 
desenvolvimento 
Listeria 
monocytogenes 
C14 012 Queijo Minas frescal TSB-YE 1 35°C/16h 
 C1 021 Queijo Minas frescal  
 C1 026 Queijo de coalho  
 E14 008 Ricota  
 
 
IOC 2 1359 Queijo artesanal  
Staphylococcus 
aureus 
C1 003 Queijo Minas frescal TSB 3 35°C/16h 
 
 C1 009 Queijo Minas frescal  
 E1 082 Ricota  
 E1 090 Ricota 
 
 
Bacillus cereus E1 049 Ricota TSB 35°C/16h 
 R14 070 Queijo Minas frescal  
 K14 B040 Queijo Minas frescal  
 K1 B048 Queijo Minas frescal  
 
1 TSB-YE : Caldo tripticase de soja suplementado com 0,6% de extrato de levedura; 
 2 IOC : Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro –RJ; 
 
3 TSB : Caldo tripticase de soja; 
4 C1, E1, R1 e K1 : Laboratório de Higiene do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de 
Engenharia de Alimentos, UNICAMP, Campinas-SP. 
 
A sensibilidade dos microrganismos patogênicos foi avaliada pelo 
método de difusão em ágar por inoculação em poços adaptados de Tagg e 
Mcgivem (1971). Foi utilizado ágar tripticase de soja suplementado com 0,6% 
de extrato de levedura semi-sólido (0,9% ágar) inoculado com 1% (106 - 107 
UFC/ml) dos cultivos das linhagens de L. monocytogenes e ágar tripticase de 
soja (TSA, Difco, Sparks, EUA) semisólido (0,9%) previamente inoculado com 
1% (106 - 107 UFC/ml) dos cultivos e B. cereus e S. aureus (Sigma, St Louis, 
EUA) (KOJIC et al., 1991). 
Em cada placa, contendo os ágares semi-sólidos previamente 
inoculados com patógenos, foram feitos sete orifícios de 5 mm, onde foram 
depositados alíquotas de 50 µl dos  sobrenadantes das culturas de E. faecium. 
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Após incubação das placas a 35°C por 24h, foi avaliada a presença de halos 
de inibição ao redor dos orifícios. 
Os sobrenadantes das culturas de E. faecium em MRS a 35°C/24h 
foram obtidos por centrifugação (7500g/15min a 4°C) (centrifuga J2-21 
Beckman, Palo Alto, EUA). Em seguida, o pH destes foi corrigido para 6,5 com 
NaOH 1 N (Merck, Darmstadt, Alemanha) e então os sobrenadantes foram 
esterilizados por filtração em membrana Millex-GV 0,22 µm (Millipore, 
Carrigtwohill, Irlanda) ( MORENO, 1995). 
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5.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
    
5.1 Avaliação da qualidade microbiológica de amostras de queijo Serra 
da Canastra  
 
 Os resultados da avaliação dos parâmetros microbiológicos das 
amostras individuais do queijo Serra da Canastra, segundo a RDC 12/01, estão 
apresentados na Tabela A.1 do Apêndice A. 
 
Tabela 5.  Adequação das amostras do queijo Serra da Canastra com os 
padrões legais da RDC 12/01da ANVISA. 
 
Parâmetros Padrões RDC 
12/01* 
N° de amostras de 
acordo 
Coliformes 
termotolerantes 
5 x 103 27 (100%) 
Estafilococos coagulase 
positiva 
10 3 UFC/g 25 (92,5%) 
Salmonella Ausência /25g 27 (100%) 
Listeria monocytogenes Ausência /25g 27 (100%) 
 
Bacillus cereus 
5 x 102 UFC/g 
(sobremesas lácteas) 
5 x 103UFC/g 
(leite em pó) 
 
27 (100%) 
Total de amostras  27 
 
*
 Resolução RDC n° 12 da ANVISA, de 2 de jan. de 2001( limite máximo estabelecido) 
 
Pela analise dos resultados da determinação de coliformes 
termotolerantes observou-se que 70,4% (19/27) das amostras apresentaram 
valores não detectáveis (<3 NMP/g). Por sua vez, 29,6% (8/27) apresentaram 
valores entre 7 e 210 NMP/g, ainda de acordo com o limite legal (5 x 103). 
No Brasil, diversos trabalhos têm revelado a baixa qualidade 
microbiológica de queijos artesanais comercializados em diferentes regiões, 
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caracterizados pela freqüente contaminação por coliformes termotolerantes 
(PEREIRA et al., 1987; SABIONI et al., 1988; RODRIGUES et al., 1995; 
CARVALHO et al., 1996; LIMA et al., 1996).    
Borelli (2002), em um estudo realizado com 10 amostras de queijo 
Canastra, observou que todos apresentaram contagens de coliformes totais e 
termotolerantes acima dos limites máximos permitidos pela legislação vigente. 
Neste trabalho, como pode ser observado na Tabela 5, com relação a 
contaminação por coliformes termotolerantes nenhuma das amostras do queijo 
Serra da Canastra apresentou contagens acima dos tolerados estabelecidos 
pela RDC nº. 12/2001 (ANVISA, 2001). Estes resultados se assemelham aos 
relatados por Pereira (2008), que avaliou tanto queijos Canastra da região de 
São Roque de Minas (MG) como sua matéria prima e obteve resultados para 
coliformes termotolerantes dentro dos padrões da legislação para todas as 
amostras. 
No trabalho de Pereira (2008), em fermentos endógenos (“pingo”), 
comumente empregados no processamento de queijo Canastra, também foram 
observados valores de coliformes termotolerantes relativamente baixos < 3 
NMP/ ml-1 a 1,5 x 10 1 NMP/ ml-1  . 
Pesquisas desenvolvidas por Nóbrega (2007) e Pimentel Filho et al., 
(2005) analisando fermentos endógenos para fabricação do queijos Serra da 
Canastra e Minas artesanal do Alto Paraíba, relataram valores para coliformes 
a 30°C e E. coli que variaram  de 1,0 x 10 1 UFC. ml -1 a  4,1 x 10 3 . 
Neste trabalho, estafilococos coagulase positiva foram observados em 
22,2% (6/27) das amostras analisadas, com contagens variando de 1,5 x 101 a 
2,1 x 103 e 7,4% (2/27) delas com valores acima do limite estabelecido pela 
legislação (103 UFC/g), resultados semelhantes foram observados por Nóbrega 
(2007) com o queijo Canastra e por Pimental Filho et al., (2005) com o 
fermento endógeno do Alto da Parnaíba.  
Para os valores determinados para B. cereus, verificou-se que 11,11% 
(3) das amostras do queijo Canastra apresentaram contagem de 1,5 x 102 a 2,0 
x 102 UFC/g.  
Embora Bacillus cereus não esteja relacionado como parâmetro 
microbiológico pela RDC nº 12/2001 para queijos de alta umidade, no entanto, 
no setor laticinista este microrganismo também é alvo de pesquisa, dada a sua 
resistência à pasteurização e propriedades deteriorantes sobre o leite 
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(ANDERSSON et al., 1995). Na literatura são encontradas poucas pesquisas 
relacionadas à ocorrência de B. cereus em queijo fresco e sua participação em 
biofilmes formados nas superfícies de equipamentos e instalações de 
processamento do produto. Na literatura apenas um relato de ocorrência de 
enfermidade de origem alimentar em 1967 no Canadá, citado por Schmitt et 
al.,(1976) ocorrido com queijo Feta, onde uma pessoa foi acometida de 
síndrome emética. 
Resende-Lago et al., (2007) pesquisaram a presença de Bacillus cereus 
em 120 amostras de diversos tipos de leite, sendo isolado e identificado em 22 
(73,3%), 15 (50,0%), 29 (96,7%) e 4 (13,3%) amostras de leite em pó, cru, 
pasteurizado e UHT (longa vida), respectivamente.  
Esper (2006) avaliou a qualidade de ricotas comercializadas no 
município de Campinas-SP, relatou que 51,1% das amostras estavam 
contaminadas por B. cereus sendo que 28,9% com contagens na faixa de 10 4 
a 10 6 UFC/g. 
Estudo realizado por Cardoso (2000) revelou a presença do B. cereus 
em 48,3% de 240 amostras de leite A, B, e C analisados. As contagens foram 
baixas, na faixa de 10 2 UFC/ml, com maior concentração no leite tipo C. 
A sobrevivência de B. cereus em queijo Gouda foi pesquisada por 
Rukure e Bester (2001) onde se inoculou o microrganismo, chegando a 
concentrações de 10 2 no leite utilizado. Após a salga do queijo não foi 
detectado B. cereus nas amostras. O autor sugere a baixa atividade de água 
(Aw), baixo potencial de óxido-redução, alto teor de sal e a depletação da 
lactose combinados com a acidez característica deste queijo como fatores que 
inviabilizam a sobrevivência da bactéria. Neste trabalho não foi avaliado a 
presença de esporos. 
A presença de Salmonella nas amostras analisadas do queijo Serra da 
Canastra não foi detectada em nenhuma das 27 amostras. A ausência de 
salmonelas em diversos tipos de queijos também foi observada por diversos 
pesquisadores Salotti et al., (2006); Dionizio et al., (2003); Pereira (1999).  
A ANVISA estabelece ausência de Listeria monocytogenes em 25 g de 
amostra de queijo de alta e muita alta umidade e neste trabalho todas as 
amostras do queijo Serra da Canastra apresentaram-se dentro dos padrões 
estabelecidos. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por Peresi et 
al., (2001); Salotti et al., (2006) e Nóbrega (2007).  
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A técnica de fabricação do queijo Minas artesanal foi registrada no Livro 
dos Saberes, em agosto de 2002, como primeiro patrimônio imaterial de Minas 
Gerais pelo Instituto Estadual do Patrimônio Histórico e Artístico de Minas 
Gerais – IEPHA/MG. Portanto, são fundamentais os projetos de apoio técnico 
que vêem sendo desenvolvido pela Empresa de Assistência Técnica e 
Extensão Rural de Minas Gerais (EMATER/MG), Instituto Mineiro de 
Agropecuária (IMA) e Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais 
(EPAMIG), visando à melhoria da qualidade e segurança alimentar desse 
produto ao consumidor.  A implementação das Boas Praticas de Fabricação na 
produção dos queijos artesanais tem como objetivo prevenir contaminações 
neste alimento. Este método, que é embasado em princípios técnicos e 
científicos, possibilita um controle da produção dos queijos desde a obtenção 
da matéria-prima até o consumidor final (BORELLI, 2006a).  
A orientação aos produtores e a implementação das Boas Praticas de 
Fabricação na produção do queijo Serra da Canastra, possivelmente promoveu 
resultados positivos quanto à qualidade higiênico-sanitária, sendo evidenciada 
neste trabalho. 
5.2 Avaliação de bactérias do gênero Enterococcus    
Nas amostras de queijo Serra da Canastra foram observadas contagens 
variando entre 104 a 107 UFC/g de bactérias do gênero Enterococcus ficando 
evidenciado que este gênero compõe a microbiota lática presente na produção 
deste queijo. Na Tabela 6 é apresentada a distribuição das amostras em 
função das faixas de variação das contagens de colônias presuntivas de 
Enterococos no ágar KF Streptcoccus (Difco). 
 
Tabela 6. Distribuição das amostras em função das faixas de variação das 
contagens de colônias presuntivas de Enterococos 
Contagem microbiana (UFC/g) Amostras com colônias 
características* (%) 
104 23,5% 
105- 106 66,2% 
107 10,7% 
* Colônias vermelho-escuras 
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Resultados semelhantes foram observados por Borelli (2006c) e 
Nóbrega (2007), em pesquisa realizada para caracterização das bactérias 
láticas durante a fabricação do queijo Minas produzido na Serra da Canastra. 
Carvalho et al., (2005) isolando e identificando bactérias láticas 
presentes em queijos de coalho artesanais, verificaram que de um total de 331 
isolados, 270 foram identificados como bactérias láticas sendo 60,3% 
caracterizadas como gênero Enterococcus.   
Em alguns queijos, como Cebreiro, Kefalotyri, Manchego, Picante da 
Beira Baixa e Teleme, os enterococos são microrganismos predominantes 
durante toda a maturação do produto (FRANZ et al., 1999). 
De um total de 181 isolados com características de enterococos, das 
amostras do queijo Serra da Canastra, 81,2% (147/181) foram confirmados 
para o gênero através dos testes :  coloração de Gram,  catalase,  crescimento 
em pH 9,6 e em temperatura 45°C e 10°C e crescimento na presença de bile 
com hidrolise da esculina (Tabela 7). Esses isolados confirmados foram 
submetidos às análises moleculares (PCR), testes fenotípicos de virulência 
(gelatinase e hemólise) e de sensibilidade a antimicrobianos. 
Os resultados das análises bioquímicas para confirmação de gênero 
Enterococcus e identificação das espécies E. faecium e E. faecalis dos isolados 
das amostras do queijo Serra da Canastra por data de coleta, estão 
apresentados nas  Tabelas  B1, B2, B3, B4 e B5 do Apêndice B. 
Do total de isolados confirmados, vinte e seis (17,6%) apresentaram 
resultados negativos frente à pesquisa dos genes de identificação de espécie 
ddlE. faecium e ddlE. faecalis, embora tenham apresentado resultados característicos 
de enterococos frente aos testes de confirmação de gênero,  resultados estes 
que indicam a presença de outras espécies de enterococos. 
Cento e vinte e um isolados (82,3%) foram identificados como E. 
faecium através da PCR. Nenhum E. faecalis foi identificado entre os isolados 
analisados. (Figuras 1 e 2). De modo geral, esta espécie é a predominante 
entre enterococos isolados de amostras de laticínio, particularmente de queijo. 
Resultados semelhantes foram apresentados por pesquisadores sobre a 
prevalência de E. faecium em amostras de alimento (CARIOLATO et al., 2008; 
GOMES et al., 2008; CAVALCANTE et al., 2007). 
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Figura 1: Gel de agarose contendo produto de PCR do gene de identificação 
de espécie. Canaleta 7: marcador molecular (100 pb); 1 a 6: E. faecalis ATCC 
29212 positivo para o gene ddl E. faecalis (941 pb). 
 
 
 
               
 
Figura 2: Gel de agarose contendo produto de PCR do gene de identificação de 
espécie. Canaleta 4: marcador molecular (100 pb); 1 a 3: .E. faecium isolados de 
amostras de queijo positivos para o gene ddl E. faecium (550 pb); 5: E. faecium ATCC 
6569 positivo para o gene ddl E. faecium (550 pb). 
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Tabela 7. Resultados de testes bioquímicos para confirmação de gênero 
Enterococcus  e identificação de E. faecium e E. faecalis através da PCR 
 
           
         Testes 
                                                  
Nº Total Isolados                     Nº Positivo                     % Positivo 
 
Confirmação do 
gênero1 
   181                                   147                        81,2% 
  
PCR de ddl E. faecium 
   147                                   121                        82,3% 
PCR de ddl E. faecalis 
      147                                       0                              0 
 
 
1
 
 Confirmação de gênero (gram positivas, catalase-negativas, capazes de apresentar crescimento em pH 9,6, e em 
temperatura 45°C e 10°C e crescimento na presença de bile com hidrolise da esculina) 
 
5.3 Avaliação de fatores de virulência  
Nas análises fenotípicas do potencial de virulência, apenas dois isolados 
(1,4%) apresentaram resultados positivos no teste de gelatinase (Tabela 8). 
Estes isolados apresentaram resultados negativos na investigação para 
presença dos genes de identificação de espécie realizadas através da PCR, 
portanto tratam-se de outras espécies que não E. faecium e E. faecalis. 
Para o teste de hemólise, nenhum dos isolados apresentaram resultados 
positivos (Tabelas C1 e C2 do Apêndice C). 
Os mecanismos da patogenia dos enterococos ainda não estão bem 
esclarecidos, pouco se sabe sobre a virulência de E. faecium, porém alguns 
pesquisadores reportam a presença de genes de fatores de virulência como 
esp, hylefm e acm ( NALLAPAREDY et al., 2003; RICE et al., 2003; LEAVIS et 
al., 2004). 
Eaton e Gasson (2001), Mannu et al., (2003) e Cariolato et al., (2008) 
relatam que fatores de virulência ocorrem com maior freqüência em E. faecalis 
geralmente, E. faecium são livres de fatores de virulência.  
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A gelatinase é um fator de virulência que tem sido muito estudado em E. 
faecalis e sabe-se que a gelatinase não é produzida por todos os enterococos 
isolados de humanos. Elsner, (2000) isolou cepas de amostras sanguíneas e 
relatam que 55% dos E. faecalis eram produtores de gelatinase e enquanto 
linhagens de E. faecium eram negativas. Associado a este fator, Dupre et al., 
(2003) também estudaram 32 isolados de E. faecium  e não encontraram o 
gene em nenhuma delas. Eaton & Gasson (2001), estudaram 6 isolados de E. 
faecium  de startes de queijo, 11 isolados de alimento e 9 de origem humana e 
nenhum deles  apresentou  a degradação da gelatina em placas de ágar 
gelatina. Camargo (2005), analisando fatores de virulência em Enterococcus 
sp. isolados no Brasil obteve como resultado, somente uma amostra (E. 
faecium VREFM 17) das 146  analisadas apresentou degradação da gelatina in 
vitro., 
Ferreira (2005) em uma triagem com 352 cepas de Enterococcus ssp. de 
amostras de fezes humanas para detecção de atividade antimicrobiana realizou 
a  análise de fatores de virulência, e todas as espécies de E. faecium e E. 
faecalis avaliadas não apresentaram resultado positivo para o teste de 
hemólise e gelatinase, resultado este semelhante ao obtido por Nascimento 
(2007). 
Estudos genéticos determinaram que as atividades hemolíticas e 
antimicrobiana são produzidas pela mesma substância, a citolisina, que é 
considerada como um fator de virulência em cepas de enterococos 
(BOOTH,1996). Entretanto, em estudos realizados quanto a atividades 
hemolíticas em cepas de Enterococcus ssp., isoladas de alimentos e amostras 
clínicas, foram encontradas 8 cepas de E. faecalis que apresentavam β-
hemólise em sangue humano, estas cepas também apresentavam o gene 
estrutural da citolisina, já nos isolados de E. faecium positivos para β-hemólise 
não foi verificada a presença do gene da citolisina (DE VUYST et al., 2003).  
A frequência da ocorrência destes fatores parece estar parcialmente 
associada à espécie e a origem do isolado. Esta frequência é provavelmente 
maior em enterococos isolados de amostras clínicas quando comparada à 
observada em isolados de amostras ambientais, de alimentos e em culturas 
iniciadoras (starter) utilizadas na indústria de alimentos (EATON e GASSON, 
2001).  
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Tabela 8.  Análise fenotípica de fatores de virulência de isolados * de 
enterococos de amostras de queijo Serra da Canastra 
 
Testes fenotípicos Nº Total de isolado Nº isolado positivos (%) 
Gelatinase 147 2 (1,4) 
Hemólise 147 0 
* Teste de confirmação de gênero (gram positivas, catalase-negativas, capazes de apresentar 
crescimento em pH 9,6, e em temperatura 45°C e 10°C e crescimento na presença de bile com hidrolise 
da esculina) 
 
5.4  Sensibilidade a antimicrobianos 
 Os perfis de sensibilidade a antimicrobianos dos isolados de 
Enterococcus avaliados são apresentados na Tabela 9. 
Na pesquisa realizada entre os isolados confirmados como  
Enterococcus, 20,4% dos isolados (30/147) apresentaram perfil de resistência 
a vancomicina.    
Entre os isolados identificados como E. faecium, 47,9% (58/121) 
apresentaram resistência a pelo menos um dos antimicrobianos testados, 
29,7% isolados (36/121) apresentaram resistência a um, dois ou três dos 
antimicrobianos testados; 12,4% dos isolados (15/121) apresentaram 
resistência a quatro ou cinco antimicrobianos e 5,0% dos isolados (6/121) 
apresentaram resistência a seis antimicrobianos. Apenas um isolado 
apresentou resistência a todos os antimicrobianos testados (Tabela 10). Entre 
os 26 isolados cuja espécie não foi identificada, 13 apresentaram resistência, 
sendo que 6 foram resistentes a cinco ou seis antimicrobianos testados (dados 
não mostrados)  
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Tabela 9. Perfil de sensibilidade a antimicrobianos segundo o método de disco-
fusão em ágar de isolados de Enterococcus * obtidos de amostras de queijo 
Serra da Canastra. 
 
Antimicrobiano 
 
 Resistente (%) 
Total =147        
Intermediário (%)   
        
     Sensível (%) 
                
Vancomicina 30 µg 30 (20,4) 15 (10,2) 102 (69,4) 
Gentamicina 120 µg 10 (6,8) 19 (12,9) 118 (80,3) 
Clorofenical 30 µg 14 (9,5) 24 (16,3) 109 (74,2) 
Eritromicina 15 µg 15 (10,2) 94 (63,9)  38 (25,9) 
Ampicilina 10 µg 29 (19,7) - 118 (80,3) 
Teicoplamina 30 µg 17 (11,6) 30 (20,4) 100 (68) 
Tetraciclina 30 µg 57 (38,8) 44 (29,3) 46 (31,3) 
* Cocos gram positivos, catalase negativa, multiplicação em caldo BHI contendo 6.5% de NaCl, em caldo 
BHI pH 9,6 em caldo BHI a 45°C e 10°C, crescimento na presença de bile com hidrolise da esculina. 
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Tabela 10. Perfil de resistência a antimicrobianos apresentado por 
Enterococcus faecium obtidos de amostras de queijo Serra da Canastra. 
Número do isolado Perfil de resistência * 
71, 91 Clor 
138,159 Van 
1, 64, 66, 70, 109, 114, 115, 130, 132, 134, 140 
143, 144, 149, 176 
Tet 
146 Clor, Eri 
125, 141, 145 Clor, Test 
108, 147 Eri, Tet 
151 Amp, Tet 
148 Van, Clor, Tet 
157 Van, Eri, Tet 
164, 180 Eri, Amp, Tet 
118, 119, 123, 131, 135, 169 Clor, Eri, Tet 
121 Clor, Eri, Tic, Tet 
105, 120, 137 Clor, Eri, Amp, Tet 
181 Gent, Clor, Eri, Tet 
174 Van, Gent, Eri, Tet 
158 Van, Gent, Clor, Amp, Tet 
171, 178 Clor, Eri, Amp, Teic, Tet 
153, 156, 166, 167, 168, 179 Van, Clor, Eri, Amp, Tet 
162, 163 Van, Gent, Clor, Eri, Teic, Tet 
152, 170, 172, 173 Van, Clor, Eri, Amp, Teic, Tet 
164 Van, Gent, Clor, Eri, Amp, Teic, Tet 
  
* Resistência definida conforme NCCLS (2005) 
Van: vancomicina 30 µg, Gent: gentamicina 120 µg, Clor: cloranfenicol 30 µg, Eri: eritromicina15 µg, 
Amp: ampicilina 10 µg, Teic: teicoplamina 30 µg, Tet: tetraciclina30 µg 
 
Nas últimas décadas, a resistência a drogas entre os cocos Gram 
positivos tem aumentado (HERSHBERGER et al., 2003). A emergência de 
enterococos multirresistente é um terrível desafio à terapia. Pesquisas apontam 
à ocorrência de Enterococcus resistentes a antimicrobianos, incluindo cepas 
resistentes à vancomicina pela primeira vez relatada em 1988, em diferentes 
alimentos e com resistência variáveis (PÉRES-PULIDO et al., 2006; MAIETTI  
et al., 2007; SCHOUTEN et al., 2000). 
  Desde então, resistência à teicoplamina e/ou vancomicina começou a 
aparecer em todo o mundo. Enterococcus resistente a vancomicina 
frequentemente expressa resistência adicional a múltiplos antibióticos, 
incluindo ampicilina e aminoglicosídeos, incluindo resistência a altos níveis de 
gentamicina e estreptomicina (SCHOUTEN et al., 2000).   
 Tauber et al., (1999), relatam diferentes níveis de resistência a 
antimicrobianos (penicilina, tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, 
lincomicina, rifampicina, ácido fusídico e vancomicina) em enterococos 
isolados, além de cepas com resistência às drogas testadas. 
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A incidência de enterococos isolados de pacientes em Unidade de 
Tratamento Intensivo (UTI) em vários países foi relatada recentemente por 
Jones et al., (2004) em um estudo sobre resistência emergente entre 
patógenos bacterianos em UTIs utilizando dados de estudo de vigilância Norte 
Americano e Europeu. Entre as amostras dos EUA, Enterococcus sp. aparece 
em sexto lugar representando 5,4% dos patógenos isolados e, 
especificamente, E. faecalis está em oitavo lugar com a incidência de 3,7% do 
total de bactérias isoladas. Entre os E. faecalis dos EUA, 1,2% foram 
resistentes à ampicilina, 4,5% à vancomicina e 34,8% são resistentes a altos 
níveis de gentamicina. Entre os E. faecium , 90,3% são resistentes à penicilina, 
76,3% são resistentes à vancomicina e 42,5% são resistentes a altos níveis de 
gentamicina.  
No Canadá a incidência de enterococos isolados de pacientes em 
Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) revelou que, 14,5% das amostras de E. 
faecium são resistentes à vancomicina, 82,8% são resistentes à ampicilina e 
40,5% são resistentes a altos níveis de gentamicina. Na França, esta mesma 
pesquisa, relatou que entre os E. faecium, 49,7% são resistentes à ampicilina, 
0.8% resistentes à vancomicina e 12,2% resistentes a altos níveis de 
gentamicina. Enquanto que na Alemanha, entre os isolados de E. faecium, 
87,7%  são resistentes à  altos níveis de gentamicina (JONES et al., 2004).  
No Brasil, Furtado et al.,(2005) demonstraram a incidência progressiva 
de Enterococcus resistentes a vancomicina em um hospital da cidade de São 
Paulo de 2000 a 2002, com os seguintes dados: 9,5% das amostras de 
Enterococcus sp. eram  resistentes a vancomicina em 2000, o valor em 2001 
aumentou para 14,7% para 15,8% em 2002, revelando que no Brasil o 
problema é ainda crescente. 
Gomes et al., (2008) sugerem que a disseminação de cepas resistentes 
a antibióticos possa estar relacionada à ingestão de alimentos. Este quadro 
parece ser relevante, visto a importância deste antimicrobiano no tratamento 
clínico de doenças nosocomiaias. 
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5.5  Avaliação da atividade antimicrobiana frente à patógenos isolados 
de alimentos  
Nenhum dos cinqüenta e seis isolados de enterococos testados (100%) 
levaram a formação de halo de inibição nos testes de avaliação da atividade 
antimicrobiana frente aos microrganismos L. monocytogenes, B. cereus e S. 
aureus. (Tabela 11). Os resultados individuais de cada isolado de E. faecium 
frente à patógenos são encontrados nas  Tabelas D1, D2 e D3 do Apêndice D. 
 
Tabela 11. Espectro antimicrobiano de  Enterococus faecium isolados do queijo 
Serra da Canastra frente a patógenos. 
1 Microrganismos patogênicos, provenientes da coleção de Culturas do Laboratório de Higiene (FEA-
UNICAMP, Campinas, SP) e pela Coleção de Culturas da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de 
Janeiro, RJ)   
 
2Halo de inibição em milímetro de diâmetro 
* 
 N° de isolados= 56 
 
 
Vários mecanismos podem ser responsáveis pelo decréscimo ou 
inativação da atividade de bacteriocina com o decorrer do tempo, como, 
agregação às proteínas, degradação proteolítica e adsorção à célula produtora 
(DE VUYST e VANDAMME, 1992). 
   Microrganismos Teste1 Halo de inibição2 de E. faecium isolados* 
de queijo Serra da Canastra 
 
   Listeria monocytogenes                          
                                      
              IOC 1359 
              E1 008 
              C1 012 
              C1 021 
              C1 026 
 
      Bacillus. cereus  
                        
              K1 B040  
              K1B 048             
              E1 049   
              R1 070 
 
   Staphylococcus aureus     
              
                                      0 
                                      0 
                                      0 
                                      0 
                                      0 
 
                                       
                                       
                                      0 
                                      0 
                                      0 
                                      0 
                                       
                                       
                                       
              E1 082                                       0 
              E1 090                                       0 
              C1 003                                                   0 
              C1 009                                       0 
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A produção de bacteriocinas é um processo dependente do crescimento 
e da atividade fisiológica da bactéria produtora (LEROY e De VUYST, 2002; 
YANG e RAY, 1994), o que faz com que a quantidade de bacteriocina formada 
no meio seja correlacionada com a biomassa produzida.  
 Do ponto de vista ecológico pode-se sugerir que o crescimento das 
células ao atingir um alto número, diminui a necessidade da produção de 
metabólitos de defesa. Quanto à população percebe que determinada 
concentração de células foi alcançada, a produção de bacteriocinas pode ser 
inibida (LEROY e DE VUYST, 2002). 
O baixo pH, altas concentrações de sal ou etanol afetam adversamente 
o crescimento e a produção de bacteriocinas. Na presença de 6,5% de NaCl ou 
7% de etanol, nenhuma produção de bacteriocina pode ser detectada (NILSEN 
et al., 1998).  
Alguns fatores podem contribuir para aumentar a resistência das células 
às bacteriocinas. A composição e a estrutura da parede da membrana celular 
ou a presença de protease junto à célula alvo podem fazer com que a 
bacteriocina seja fisicamente incapaz de atingir o alvo, de outra forma, certos 
componentes celulares (receptores) que são essenciais para a ligação da 
bacteriocina, podem estar mutados (EIJSINK, 2002). 
Estudos realizados com Enterococcus spp, proveniente de diversas 
origens, apresentam um maior número de cepas produtoras de bacteriocinas, 
do que os resultados obtidos em trabalhos realizados com isolados 
provenientes apenas de alimentos (DU TOIT et al., 200; DEL CAMPO ; 2001; 
DE VUYST et al., 2003).  
Franz et al., (1996) avaliando o espectro de ação antimicrobiano de E. 
faecium BFE 900, demonstraram sensibilidade de L. monocytogenes à 
bacteriocina, contudo B. cereus, S. aureus e Lc. lactis não foram inibidos.   
Em 1998, Ennahar e colaboradores, analisaram o espectro de ação de 
E. faecium WHE 81. As cepas de S. aureus e B. cereus não demonstraram 
sensibilidade à enterocinas, somente L. monocytogenes apresentou halo de 
inibição entre 2 e 4 mm. 
Ennahar e Deschamps (2000) avaliando a atividade antimicrobiana de 
enterocina produzidas por E. faecium EFM 01 frente a isolados de patógenos, 
observou que nenhuma das sete linhagens de S. aureus avaliadas foi inibida, 
das 14 cepas de L.monocytogenes, 13 apresentaram halo de inibição.   
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 Jennes et al., (2000) em estudo realizado com 77 cepas de bactérias 
ácido láticas isoladas do trato gastrintestinal de avestruz, entre elas 
Enterococcus e Lactobacillus, relataram que apenas 3 (4%) apresentaram 
atividade antimicrobiana no sobrenadante livre de células.  
Prado et al., (2000) avaliando a atividade antimicrobiana de 336 isolados 
de bactérias láticas do gênero lactobacilos de embutidos curados frente a 
Listeria monocytogenes, relataram que um total de oito cepas apresentaram 
atividade antimicrobiana indireta a pelo menos um dos microrganismos 
utilizados. 
No trabalho de Sabia et al., (2000) apenas 7,6% das cepas de 
Enterococcus spp., isolados de salame, apresentaram atividade antimicrobiana 
contra microrganismos taxonomicamente relacionados. Na pesquisa realizada 
por De Vuyst et al., (2002), dos 426 isolados selecionados na triagem, foram 
preparados sobrenadantes livres de células e testados contra 52 bactérias 
indicadoras. Destes somente 14% das cepas apresentaram atividade 
antimicrobiana. Neto et al., (2005) estudando a atividade antagonista de 
bactérias ácido-lática  isoladas de queijos de coalho artesanal e industrial , 
observou que  os isolados de Lactococcus lactis e Lactococcus raffinolactis não 
atuou frente a Salmonella entérica sorovar,  Typhimurium, Listeria 
monocytogenes e Escherichia coli. 
 Ferreira (2005) analisando enterocinas produzidas por cepas de 
Enterococcus spp., provenientes de amostras de água, fezes de humanos e 
fezes de suínos, observou que apenas 5% das 352 cepas testadas 
apresentaram atividade antimicrobiana e das 82 cepas de E. faecium testadas 
nenhuma destas apresentou atividade inibitória no sobrenadante livre de 
células. Apenas duas cepas de Salmonella Enteritidis e quatro de Listeria foram 
sensíveis ao sobrenadante livre de células, já a  Salmonella Typhimurium, 
quatro espécies de Bacillus e quatro espécies de Staphylococcus não foram 
inibidas.  
Alvaro e outros (2005) estudando o espectro antimicrobiano de E. 
faecium VQ 31  observaram que a bacteriocina produzida por esta espécie não 
foi capaz de inibir B. cereus e Lc. lactis .  
Nascimento (2007) na avaliação do espectro de ação antimicrobiana 
pelo método de difusão em ágar por inoculação em poços, observou que as 
bacteriocinas produzidas por Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 
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apresentaram atividade inibitória apenas sobre linhagens de Listeria 
monocytogenes, não inibindo as culturas de  Staphylococcus aureus e Bacillus 
cereus. 
Muitos estudos indicam redução da contagem do microrganismo alvo 
entre 1 e 3 ciclos logaritmos imediatamente após a adição de uma bacteriocina, 
não sendo observado mais nenhum efeito após este período. Este fenômeno 
pode estar relacionado a uma quantidade insuficiente de bacteriocina para 
inibir todas as células do microrganismo alvo, dando aparência de resistência. 
As células sobreviventes podem, portanto, continuar seu desenvolvimento, com 
taxa de crescimento próximo a da amostra controle, porém com menor 
contagem microbiana (MURIANA, 1996). 
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6. Conclusões  
Considerando os resultados obtidos: 
 
• O baixo índice (7,3%) de amostras de queijo Serra da Canastra em 
desacordo com os padrões microbiológicos legais, pode estar 
associado às diversas ações desenvolvidas para melhoria da 
qualidade do queijo Minas artesanal, e particularmente na região da 
Serra da Canastra; 
 
• a espécie Enterococcus faecium predomina entre os isolados de 
Enterococcus das amostras analisadas do queijo Serra da Canastra; 
que por sua vez não indicaram a presença de fatores de virulência 
através dos testes de gelatinase e hemólise; 
 
 
• a considerável distribuição de resistência a antimicrobianos  
observada para os perfis de sensibilidade  entre os Enterococcus  
isolados do queijo Serra da Canastra deve ser motivo de atenção 
por parte da comunidade científica e autoridades no sentido de 
aprofundar os conhecimentos visando o consumo seguro destes 
alimentos e evitando a propagação das mesmas para o ambiente 
hospitalar; 
 
• a resposta negativa de todas as cepas de E. faecium utilizadas no 
teste de atividade antimicrobiana frente a L. monocytogenes, S. 
aureus e B. cereus  revelam a sua menor  utilidade enquanto agente 
protetor, em contraposição aos benefícios tecnológicos inerentes. 
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APÊNDICE A 
 
A1- AVALIAÇÃO MICROBIOLÓGICA DO QUEIJO SERRA DA CANASTRA 
 
  
Tabela A.1 - Avaliação microbiológica de amostras de queijo Serra da Canastra 
comercializadas em Araras/SP segundo os padrões da RDC 12/01 ANVISA 
 
Data de 
Coleta 
(triplicata) 
 
Listeria 
monocytogenes 
 
 
Salmonella 
 
 
Coliformes 
termotolerantes 
(NMP/mL) 
Estafilococos 
coagulase 
positiva 
(UFC/g) 
 
1Bacillus cereus 
(UFC/g) 
30/06/08      
A* Ausência 25g Ausência 25g 9  <100 < 100 
B* Ausência 25g Ausência 25g  <3 <100 < 100 
C* Ausência 25g Ausência 25g <3  <100 < 100 
28/07/08      
A Ausência 25g Ausência 25g <3 <100 < 100 
B Ausência 25g Ausência 25g <3 1,5 x 10 1 < 100 
C Ausência 25g Ausência 25g <3 <100 < 100 
1/08/08      
A Ausência 25g Ausência 25g <3  <100 2,0x 10 2 
B Ausência 25g Ausência 25g 11  <100 1,5x 10 2 
C Ausência 25g Ausência 25g <3  <100 < 100 
11/08/08      
A Ausência 25g Ausência 25g <3  2,1 x 10 3 < 100 
B Ausência 25g Ausência 25g 28  3,5 x 10 2 1,9 x 10 2 
C Ausência 25g Ausência 25g <3  1,3 x 10 3 < 100 
18/08/08      
A Ausência 25g Ausência 25g <3  4,2x 10 2 < 100 
B Ausência 25g Ausência 25g <3 <100 < 100 
C Ausência 25g Ausência 25g  <3 1,9 x 102 < 100 
25/08/08      
A Ausência 25g Ausência 25g 210  <100 <100 
B Ausência 25g Ausência 25g 150  <100 <100 
C Ausência 25g Ausência 25g 64  <100 <100 
08/09/08      
A Ausência 25g Ausência 25g <3  <100 <100   
B Ausência 25g Ausência 25g <3  <100 <100   
C Ausência 25g Ausência 25g 9  <100 <100   
22/09/08      
A Ausência 25g Ausência 25g <3   <100 <100   
B Ausência 25g Ausência 25g <3  <100 <100   
C Ausência 25g Ausência 25g <3  <100 <100   
29/09/09      
A Ausência 25g Ausência 25g 7  <100 <100   
B Ausência 25g Ausência 25g <3  <100 <100   
C Ausência 25g Ausência 25g <3 <100 <100   
1 Não estabelecido na RDC 12/01 
*
  A, B e C referente a amostras diferentes na mesma data de coleta 
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APÊNDICE B 
 
B1- TESTES PRESUNTIVO PARA CONFIRMAÇÃO DE GENÊRO 
ENTEROCOCCUS 
 
 
Tabela B.1 - Testes presuntivos para confirmação de gênero Enterococcus e 
identificação de  E. faecium e E. faecalis através da PCR dos isolados de 
número 1 a 31 das amostras de queijo Serra da Canastra.  
 
 
 
 
 
 
 
Amostra 
 
Esculina 
6,5% 
NaCl 
 
pH 9,6 
 
Catalase 
Gram 
+ 
BHI 
45°C 
BHI 
10°C 
PCR 
E. faecium 
 
PCR 
E. faecalis 
30/06          
1 + + + - + + + - - 
3 + + + - + + + + - 
4 + + + - + + + + - 
5 + + + - + + + + - 
7 + + + - + + + + - 
8 + + + - + + + + - 
9 + + + - + + + - - 
10 + + + - + + + + - 
12 + + + - + + + + - 
13 + + + - + + + + - 
14 + + + - + + + + - 
28/07  
Esculina 
6,5% 
NaCl 
 
pH 9,6 
 
Catalase 
Gram 
+ 
BHI 
45°C 
 
10° C 
PCR 
E. faecium 
PCR 
E. faecalis 
16 + + + - + + + - - 
17 + + + - + + + + - 
18 + + + - + + + + - 
20 + + + - + + + + - 
22 + + + - + + + + - 
23 + + + - + + + + - 
24 + + + - + + + + - 
25 + + + - + + + + - 
26 + + + - + + + + - 
27 + + + - + + + + - 
28 + + + - + + + + - 
29 + + + - + + + + - 
31 + + + - + + + - - 
  
100 
 
 
 
Tabela B.2 - Testes presuntivos para confirmação de gênero Enterococcus e 
identificação de  E. faecium e E. faecalis através da PCR dos isolados de 
número 36 a 63 das amostras de queijo Serra da Canastra 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amostra 
 
Esculina 
6,5% 
NaCl 
 
pH 9,6 
 
Catalase 
Gram 
+ 
BHI 
45°C 
BHI 
10°C 
PCR 
E. faecium 
 
PCR 
E. faecalis 
01/08 + + + - + + + - - 
36 + + + - + + + - - 
39 + + + - + + + - - 
42 + + + - + + + - - 
44 + + + - + + + - - 
45 + + + - + + + - - 
46 + + + - + + + - - 
 
11/08 
 
Esculina 
6,5% 
NaCl 
 
pH 9,6 
 
Catalase 
Gram 
+ 
BHI 
45°C 
 
10° C 
PCR 
E. faecium 
PCR 
E. faecalis 
48 + + + - + + + - - 
49 + + + - + + + - - 
60 + + + - + + + - - 
61 + + + - + + + - - 
63 + + + - + + + - -  
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Tabela B.3 - Testes presuntivos para confirmação de gênero Enterococcus e 
identificação de  E. faecium e E. faecalis através da PCR dos isolados de 
número 64 a 99 das amostras de queijo Serra da Canastra 
 
 
 
 
 
 
Amostra 
 
Esculina 
6,5% 
NaCl 
 
pH 9,6 
 
Catalase 
Gram 
+ 
BHI 
45°C 
BHI 
10°C 
PCR 
E. faecium 
PCR 
E. faecalis 
18/08          
64 + + + - + + + + - 
65 + + + - + + + + - 
66 + + + - + + + + - 
67 + + + - + + + + - 
68 + + + - + + + + - 
69 + + + - + + + + - 
70 + + + - + + + + - 
71 + + + - + + + + - 
72 + + + - + + + + - 
73 + + + - + + + + - 
74 + + + - + + + + - 
75 + + + - + + + - - 
76 + + + - + + + + - 
77 + + + - + + + + - 
78 + + + - + + + + - 
79 + + + - + + + - - 
80 + + + - + + + + - 
81 + + + - + + + + - 
82 + + + - + + + + - 
83 + + + - + + + + - 
84 + + + - + + + + - 
85 + + + - + + + + - 
86 + + + - + + + + - 
87 + + + - + + + + - 
88 + + + - + + + + - 
89 + + + - + + + + - 
90 + + + - + + + + - 
91 + + + - + + + + - 
92 + + + - + + + + - 
93 + + + - + + + + - 
95 + + + - + + + + - 
96 + + + - + + + + - 
97 + + + - + + + + - 
98 + + + - + + + - - 
99 + + + - + + + + - 
  
102 
 
Tabela B.4 - Testes presuntivos para confirmação de gênero Enterococcus e 
identificação de  E. faecium e E. faecalis através da PCR dos isolados de 
número 100 a 135 das amostras de queijo Serra da Canastra.  
 
 
. 
 
 
 
Amostra 
 
Esculina 
6,5% 
NaCl 
 
pH 9,6 
 
Catalase 
Gram 
+ 
BHI 
45°C 
BHI 
10°C 
PCR 
E. faecium 
PCR 
E. faecalis 
25/08          
100 + + + - + + + + - 
101 + + + - + + + + - 
103 + + + - + + + + - 
104 + + + - + + + + - 
105 + + + - + + + + - 
106 + + + - + + + + - 
107 + + + - + + + + - 
108 + + + - + + + + - 
109 + + + - + + + + - 
110 + + + - + + + + - 
111 + + + - + + + + - 
112 + + + - + + + + - 
113 + + + - + + + + - 
114 + + + - + + + + - 
115 + + + - + + + + - 
116 + + + - + + + + - 
117 + + + - + + + - - 
118 + + + - + + + + - 
119 + + + - + + + + - 
120 + + + - + + + + - 
121 + + + - + + + + - 
122 + + + - + + + + - 
123 + + + - + + + + - 
124 + + + - + + + - - 
125 + + + - + + + + - 
126 + + + - + + + + - 
127 + + + - + + + - - 
128 + + + - + + + + - 
129 + + + - + + + + - 
130 + + + - + + + + - 
131 + + + - + + + + - 
132 + + + - + + + + - 
133 + + + - + + + + - 
134 + + + - + + + + - 
135 + + + - + + + + - 
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Tabela B.5 - Testes presuntivos para confirmação de gênero Enterococcus e 
identificação de  E. faecium e E. faecalis através da PCR dos isolados de 
número 137 a 181 das amostras de queijo Serra da Canastra.  
Amostra Esculina 6,5% 
NaCl 
pH 9,6 Catalase Gram 
+ 
BHI 
45°C 
BHI 
10°C 
E. faecium 
 
E. faecalis 
08/09          
137 + + + - + + + + - 
138 + + + - + + + + - 
139 + + + - + + + + - 
140 + + + - + + + + - 
141 + + + - + + + + - 
142 + + + - + + + + - 
143 + + + - + + + + - 
144 + + + - + + + + - 
145 + + + - + + + + - 
146 + + + - + + + + - 
147 + + + - + + + + - 
148 + + + - + + + + - 
150 + + + - + + + - - 
151 + + + - + + + + - 
22/09 Esculina 6,5% 
NaCl 
pH 9,6 Catalase Gram 
+ 
BHI 
45°C 
BHI 
10°C 
E. faecium E. faecalis 
152 + + + - + + + + - 
153 + + + - + + + + - 
154 + + + - + + + - - 
155 + + + - + + + - - 
156 + + + - + + + + - 
157 + + + - + + + + - 
158 + + + - + + + + - 
159 + + + - + + + + - 
161 + + + - + + + + - 
162 + + + - + + + + - 
163 + + + - + + + + - 
164 + + + - + + + + - 
165 + + + - + + + + - 
166 + + + - + + + + - 
167 + + + - + + + + - 
29/09 Esculina 6,5% 
NaCl 
pH 9,6 Catalase Gram 
+ 
BHI 
45°C 
BHI 
10°C 
E. faecium E. faecalis 
168 + + + - + + + + - 
169 + + + - + + + + - 
170 + + + - + + + + - 
171 + + + - + + + + - 
172 + + + - + + + + - 
173 + + + - + + + + - 
174 + + + - + + + + - 
175 + + + - + + + - - 
176 + + + - + + + - - 
178 + + + - + + + + - 
179 + + + - + + + + - 
180 
181 
+ 
+ 
       
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
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APÊNDICE C 
 
C1- RESULTADOS DAS ANÁLISES FENOTÍPICAS RELACIONADAS A 
FATORES DE VIRULÊNCIA 
 
 
Tabela C.1 - Resultados das análises fenotípicas de fatores de virulência dos 
isolados presuntivos de Enterococcus  de número 1 a 121 do queijo Será da 
Canastra. 
 
Numero 
do 
isolado 
Teste 
Gelatinase 
Teste 
Hemólise 
Numero 
do 
isolado 
Teste 
Gelatinase 
Teste 
Hemólise 
1 - - 73 - - 
3 - - 74 - - 
4 - - 75 - - 
5 - - 76 - - 
7 - - 77 - - 
8 - - 78 - - 
9 + - 79 - - 
10 - - 80 - - 
12 - - 81 - - 
13 - - 82 - - 
14 - - 83 - - 
16 - - 84 - - 
17 - - 85 - - 
18 - - 86 - - 
20 - - 87 - - 
22 - - 89 - - 
23 - - 90 - - 
24 - - 91 - - 
25 - - 92 - - 
26 - - 93 - - 
27 - - 95 - - 
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28 - - 96 - - 
29 - - 97 - - 
31 - - 98 - - 
36 + - 99 - - 
39 - - 100 - - 
40 - - 101 - - 
42 - - 103 - - 
43 - - 104 - - 
44 - - 105 - - 
45 - - 106 - - 
46 - - 107 - - 
48 - - 108 - - 
49 - - 109 - - 
60 - - 110 - - 
61 - - 111 - - 
63 - - 112 - - 
64 - - 113 - - 
65 - - 114 - - 
66 - - 115 - - 
67 - - 116 - - 
68 - - 117 - - 
69 - - 118 - - 
70 - - 119 - - 
71 - - 120 - - 
72 - - 121 - - 
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Tabela C.2 - Resultados das análises fenotípicas de fatores de virulência dos 
isolados presuntivos de Enterococcus  de número 122  a 181 do queijo Será da 
Canastra. 
Numero 
do 
isolado 
    Teste 
Gelatinase 
Teste 
Hemólise 
Numero 
do 
isolado 
Teste 
Gelatinase 
Teste 
Hemólise 
122 - - 152 - - 
123 - - 153 - - 
124 - - 154 - - 
125 - - 155 - - 
126 - - 156 - - 
127 - - 157 - - 
128 - - 158 - - 
129 - - 159 - - 
130 - - 161 - - 
131 - - 162 - - 
132 - - 163 - - 
133 - - 164 - - 
134 - - 165 - - 
135 - - 166 - - 
137 - - 167 - - 
138 - - 168 - - 
139 - - 169 - - 
140 - - 170 - - 
141 - - 171 - - 
142 - - 172 - - 
143 - - 173 - - 
144 - - 174 - - 
145 - - 175 - - 
146 - - 176 - - 
147 - - 178 - - 
148 - - 179 - - 
150 - - 180 - - 
151 - - 181 - - 
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APÊNDICE D 
  
D1- ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE Enterococcus faecium 
 
Tabela D.1 - Espectro antimicrobiano de  Enterococus faecium isolados do 
queijo Serra da Canastra frente a  isolados de Listeria monocytogenes 
 
Numero 
do 
isolado 
  L. monocytogenes    
(halo de inibição 1 ) 
 
 
 IOC 1359 E1 008 C1 012 C1 021 C1 026 
 
     
3 0 0 0 0 0 
5 0 0 0 0 0 
7 0 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 0 
10 0 0 0 0 0 
12 0 0 0 0 0 
14 0 0 0 0 0 
17 0 0 0 0 0 
18 0 0 0 0 0 
22 0 0 0 0 0 
25 0 0 0 0 0 
26 0 0 0 0 0 
27 0 0 0 0 0 
65 0 0 0 0 0 
66 0 0 0 0 0 
68 0 0 0 0 0 
74 0 0 0 0 0 
78 0 0 0 0 0 
81 0 0 0 0 0 
87 0 0 0 0 0 
90 0 0 0 0 0 
91 0 0 0 0 0 
99 0 0 0 0 0 
105 0 0 0 0 0 
108 0 0 0 0 0 
111 0 0 0 0 0 
114 0 0 0 0 0 
118 0 0 0 0 0 
122 0 0 0 0 0 
125 0 0 0 0 0 
129 0 0 0 0 0 
130 0 0 0 0 0 
134 0 0 0 0 0 
135 0 0 0 0 0 
137 0 0 0 0 0 
139 0 0 0 0 0 
142 0 0 0 0 0 
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147 0 0 0 0 0 
148 0 0 0 0 0 
151 0 0 0 0 0 
153 0 0 0 0 0 
156 0 0 0 0 0 
157 0 0 0 0 0 
159 0 0 0 0 0 
161 0 0 0 0 0 
164 0 0 0 0 0 
165 0 0 0 0 0 
167 0 0 0 0 0 
168 0 0 0 0 0 
169 0 0 0 0 0 
171 0 0 0 0 0 
172 0 0 0 0 0 
174 0 0 0 0 0 
178 0 0 0 0 0 
179 0 0 0 0 0 
180 0 0 0 0 0 
    1
 Halo de inibição em milímetro de diâmetro 
 
 
Tabela D.2 - Espectro antimicrobiano de E. faecium isolados do queijo Serra da 
Canastra frente a isolados de Bacillus cereus 
 
Numero 
do 
isolado 
 B. ereus 
 
( halo de inibição 1 )  
 E1 049 R1 070 K1 B040  K1B 048 
 
    
3 0 0 0 0 
5 0 0 0 0 
7 0 0 0 0 
9 0 0 0 0 
10 0 0 0 0 
12 0 0 0 0 
14 0 0 0 0 
17 0 0 0 0 
18 0 0 0 0 
22 0 0 0 0 
25 0 0 0 0 
26 0 0 0 0 
27 0 0 0 0 
65 0 0 0 0 
66 0 0 0 0 
68 0 0 0 0 
74 0 0 0 0 
78 0 0 0 0 
81 0 0 0 0 
87 0 0 0 0 
90 0 0 0 0 
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91 0 0 0 0 
99 0 0 0 0 
105 0 0 0 0 
108 0 0 0 0 
111 0 0 0 0 
114 0 0 0 0 
118 0 0 0 0 
122 0 0 0 0 
125 0 0 0 0 
129 0 0 0 0 
130 0 0 0 0 
134 0 0 0 0 
135 0 0 0 0 
137 0 0 0 0 
139 0 0 0 0 
142 0 0 0 0 
147 0 0 0 0 
149 0 0 0 0 
151 0 0 0 0 
153 0 0 0 0 
156 0 0 0 0 
157 0 0 0 0 
159 0 0 0 0 
161 0 0 0 0 
164 0 0 0 0 
165 0 0 0 0 
167 0 0 0 0 
168 0 0 0 0 
169 0 0 0 0 
171 0 0 0 0 
172 0 0 0 0 
174 0 0 0 0 
178 0 0 0 0 
179 0 0 0 0 
180 0 0 0 0 
               1
 Halo de inibição em milímetro de diâmetro 
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Tabela D.3 - Espectro antimicrobiano E. faecium isolados do queijo Serra da 
Canastra frente a isolados de Staphylococcus aureus 
 
Numero 
do 
isolado 
 
   S. aureus 
 
(halo de inibição 1)  
 E1 082 E1 090 C1 003 C1 009 
 
    
3 0 0 0 0 
5 0 0 0 0 
7 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 
10 0 0 0 0 
12 0 0 0 0 
14 0 0 0 0 
17 0 0 0 0 
18 0 0 0 0 
22 0 0 0 0 
25 0 0 0 0 
26 0 0 0 0 
27 0 0 0 0 
65 0 0 0 0 
66 0 0 0 0 
68 0 0 0 0 
74 0 0 0 0 
78 0 0 0 0 
81 0 0 0 0 
87 0 0 0 0 
90 0 0 0 0 
91 0 0 0 0 
99 0 0 0 0 
105 0 0 0 0 
108 0 0 0 0 
111 0 0 0 0 
114 0 0 0 0 
118 0 0 0 0 
122 0 0 0 0 
125 0 0 0 0 
129 0 0 0 0 
130 0 0 0 0 
134 0 0 0 0 
135 0 0 0 0 
137 0 0 0 0 
139 0 0 0 0 
142 0 0 0 0 
147 0 0 0 0 
148 0 0 0 0 
151 0 0 0 0 
153 0 0 0 0 
156 0 0 0 0 
157 0 0 0 0 
  
111 
 
159 0 0 0 0 
161 0 0 0 0 
164 0 0 0 0 
165 0 0 0 0 
167 0 0 0 0 
168 0 0 0 0 
169 0 0 0 0 
171 0 0 0 0 
172 0 0 0 0 
174 0 0 0 0 
178 0 0 0 0 
179 0 0 0 0 
180 0 0 0 0 
                1
 Halo de inibição em milímetro de diâmetro 
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